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ABREViATURAS
Ala Aianina
Arg Arginina
Asx Acído aspártico o asparagina
Cys Cisteina
di. Diámetro interno
Da Dalton
DO Densidad óptica
FC Electroforesis capilar
Glx Acido glutamico o glutamina
Gly Glicocola
fis Histidina
H~PLC High performance liquid chromatography (Cromatografia líquida de alta resolución)
Ile Isoleucina
Km Constante de Michaelis-Menten
K01(ap) Constante de Michaelis-Menten aparente
~L] Concentración de ligando libre en equilibrio
Lev Leucina
[L]i Concentración inicial del ligando en su compartimento
Moles de ligando unido a la proteína
¡4 Moles totales de ligando en su compartimento
Lys Lisina
Mr Masa molecular
Met Metionina
Phe Fenilalanina
pl Punto isoeléctrico
Pro Prolina
Moles totales de proteína
r Moles de ligando unido por molécula de proteína
[Sa] Concentración de sustrato
Concentración de sustrato que produce el 50% de la velocidad máxima de
reaccion
SDS Dodecil sulfato sódico
Ser Serma
‘1hr Treonina
Tris Tri-hidroximetil-aminometano
Trp Triptófano
Tyr Tirosina
UAFE Unidades de absorbancia a fondo de escala
LIV Luz ultravioleta
yo Velocidad inicial de reacción
Val Valina
~max Velocidad máxima de reacción
vmax(ap) Velocidad máxima de reacción aparente
Vt Volumen total de la subcámara
V1.[L] Moles totales de ligando libre en ambas subcámaras
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U INTRODUCCION
2LI.- CONCEPTO DE ISOFORMA E ISOENZIMA.
Las isoenzimas fueron definidas hace más de 30 años como sucesos interesantes, pero
raros, en los procesos de purificación de proteínas. El término isoenzima fue acuñado por
Markert y Ivioller (1959) como una definición operacional que agrupaba múltiples formas
enzimáticas con la misma especificidad de sustrato. Desde entonces, cientos de enzimas han sido
resueltas en formas moleculares varias, provocando controversias en el campo de la Genética y la
Evolución, Por otro lado, el estudio de las isoenzimas ha permitido ampliar el conocimiento de
mecanismos sofisticados de regulación metabólica en bacterias, plantas y animales.
Se definen como isoenzimas diversas formas de una proteína que catalizan la misma
reacción, pero que difieren ligeramente en su composición de aminoácidos o en su estructura. Por
ello, pueden separarse mediante electroforesis o cromatografla y pueden distinguirse al estudiar la
variación en la secuencia de sus aminoácidos o las diferencias en el segmento de los DNAs que las
codifican (Scandalios, 1974). Secundariamente, pueden encontrarse isoenzimas en el mismo o
diferente compartimento celular, en diferentes células o tejidos de un organismo, o bien pueden
ser producidas durante estados diferentes del desarrollo de un único individuo (Weeden, 1983).
Dos formas de una única enzima pueden ser originadas por mecanismos genéticos
(múltiples bel o múltiples genes) o por mecanismos post-traduccionales, siendo este último
procedimiento el más sencillo. Algunas de estas modificaciones post-traduccionales incluyen
glicosilaciones, proteolisis limitada, agregaciones, modificaciones covalentes de la cadena
polipeptidica (Cerft 1978; Gockel y Lebherz, 1981; Motojima y Sakaguchi, 1982; Sticher y
Jones, 1992>, etc. En el caso concreto de enzimas de origen vegeta], estas modificaciones
representan una importante fUente de variabilidad isoenzimática. Así, las isoenzimas de
aminopeptidasas, endopeptidasas y peroxidasas han sido estudiadas en profundidad muy
especialmente (Beevers, 1982).
El término isoenzima es, a menudo, utilizado libremente en un sentido operativo y se
tiende a aplicar a cualquier tipo de multiplicidad enzimática observada. Normalmente, desde la
primera sospecha de existencia de una isoenzima, es necesario realizar numerosas pruebas
3experimentales para establecer claramente su naturaleza y origen. En este sentido, la
nomenclatura establecida por la IUPAC-IUB (1971) recomienda el uso restringido del término
isoenzima a productos de multiplicidad debidos a causas genéticas. Esto, por tanto, excluye todas
las múltiples formas originadas por modificaciones post-traduccionales, aunque muchas enzimas,
con un importante papel fisiológico y regulador, sufran estas últimas modificaciones (Newton y
Schwartz, 1980). De acuerdo con estas recomendaciones, las múltiples formas detectadas para
una enzima no pueden ser denominadas isoenzimas hasta haber demostrado que su origen se debe
a diversidad genética. Griff¡ths y Black (1987), tras estudiar las diferentes formas de fosfatasa
alcalina en suero humano, proponen el término isoforma para todas aquellas formas de una misma
enzima cuyo origen no está totalmente establecido o es claramente post-traduccional.
Antes del descubrimiento de las isoformas, las diferencias metabólicas entre diferentes
tejidos eran explicadas en términos de variación de la cantidad relativa de cada enzima, aunque
también se consideraban importantes, en este contexto, sucesos de permeabilidad,
compartimentación o concentración y modulación por diferentes metabolitos, La amplia
distribución de isoformas y el hecho de que aquellas difieran, no sólo en su distribución tisular.,
sino también en sus propiedades cinéticas, permitió a los enzimólogos establecer su papel
metabólico dependiendo más de la “calidad’ que de la ‘cantidad’ de la proteína. Uno de los
primeros y más claros ejemplos del papel de las isoformas fue su acción en la regulación
metabólica de una célula o tejido. Una única ruta metabólica debe, por definición, consistir en la
misma secuencia de reacciones enzimáticas. Sus características reguladoras pueden variar
fUertemente dependiendo de qué isoforma en particular actúe en cada paso. En una ruta bien
conocida, como es la glucolisis, nueve de las diez enzimas implicadas en la conversión de glucosa
en piruvato presentan isoformas o isoenzimas. Quizá uno de los hechos más importantes a este
respecto sea la existencia de diferentes isoenzimas (o isoformas) en un único tejido, lo cual
proporciona una complicación temporal adicional al hecho de la diferenciación (Rider y Taylor,
1980).
4U.- ANALITICA DE LA DETECCION DE ISOFORMÁS
Las isoformas pueden diferir unas de otras en algunas de sus propiedades fisicas y
cinéticas, así como en su distribución tisular. Aunque algunas de sus propiedades puedan parecer
más relevantes que otras, cualquier diferencia o similitud, en términos metabólicos, resultará
importante para determinar su función fisiológica.
En el análisis de isoformas deben utilizarse métodos que no compliquen su separación
fisica. Así, los métodos basados en las características inmunológicas de la proteína pueden
aplicarse a mezclas o extractos parcialmente purificados. Goffner el al. (1992> mostraron las
relaciones inmunológicas entre dos isoformas de cinamilalcohol deshidrogenasa en un extracto
crudo obtenido de xilema de Eucal¡ptus gunñ o bien entre dichas isoformas parcialmente
purificadas. Sin embargo, la mayoría de los análisis requieren la separación de cada una de las
isoformas enzimáticamente activas. La purificación y caracterización de isoformas no difiere, en
principio, de los protocolos comunes de purificación de cualquier otra proteina. La única
precaución especifica consistiría en evitar concienzudamente la inactivación de alguna de las
isoformas. ya que dicha inactivación, de suceder, llevaria a la suposición errónea de su ausencia
(Botha y Turpin. 1990). Inicialmente, pueden separarse isoformas mediante técnicas que
discriminen entre sus propiedades fisicas, como puede ser la cromatografia por interacción
hidrofóbica (Gofiher ci al., 1992) o de intercambio jónico (Botha y Turpin, 1990). Si las
isoformas tienen una diferente localización subeelular, suele ser suficiente con un protocolo de
separación de cada uno de los orgánulos (Li et al., 1991).
Dado que la diferencia real entre isoformas se establece a nivel de su actividad específica
(vn~< y Km), pH óptimo de reacción, punto isoeléctrico, peso molecular y composición de
aminoácidos, una primera aproximación a la caracterización de diferentes formas enzimáticas debe
contemplar estos parámeo-os. Por ejemplo, una de las isoformas de fructosa- 1 ,6-bifosfatasa <le
Selenastrum m¡nutum es soluble en ácido y dependiente de un medio reductor para su actividad y
estabilidad a altas temperaturas (600C). Por ello, concentraciones suficientes de ditiotreitol (DTT)
deben estar en contacto con la enzima en todos los pasos de su purificación. Su pH óptimo es
5cercano a la neutralidad y muestra ser cuatro veces más aun por su sustrato que la isoforma
insoluble en ácido, la cual posee características opuestas a la anterior (Botha y Turpin, 1990;
Turpin el a)?, 1990). También se han descrito diferencias a nivel de pH óptimo, constantes
cinéticas y localización celular (mitocondrial y citosólica) para isoformas de ATP sulfurilasa de
Englena gracilis, siendo la forma mitocondrial cuatro veces más aun por su sustrato que la
citosólica (Li el al., 1 99 1). Los autores relacionan estas diferencias con el metabolismo del alga,
pues la reducción del sulfato es mucho más activa en las mitocondrias. Sin embargo, hay
isoformas que no presentan diferencias en sus parámetros cinéticos, como es el caso de dos
descritas para la almidón sintasa, aisladas de embriones de guisante (Denyer y Smith, 1992).
Ambas poseen el mismo valor de pH óptimo, el mismo valor de Km para A.DPglucosa y
amilopectina, ambas son termolábiles y reconocidas por los mismos anticuerpos, pero difieren
claramente en su localización celular (soluble o ligada a gránulos) y en su peso molecular.
Junto con la caracterización cinética y la localización subcelular, el estudio electroforético
de isoformas es otro punto clave para su correcta determinación. La electroforesis es utilizada
para poner de manifiesto la existencia de varias formas enzimáticas, para valorar el pl de cada una
de esas formas y su peso molecular. El soporte utilizado es generalmente variado: almidón,
agarosa, acetato de celulosa o poliacrilamida son los más utilizados. Una práctica habitual en
estos estudios es el empleo de diferentes técnicas electroforéticas en el mismo análisis. Accorsi el
al. (1987) realizaron un estudio de las isoformas de fosfoglucomutasa de eritrocitos mediante
electroforesis en geles de almidón y electroenfoque en columna o en geles de poliacrilamida. En
todos los casos fueron identificadas cuatro isoformas de la enzima. Ya que la movilidad
electroforética en los geles de almidón es utilizada como un reflejo de las diferencias de pl de las
diferentes isoformas, las descritas para fosfoglucomutasa eran de carácter ácido, si bien las
pequeñas diferencias detectadas en los valores de pl (±0.3> fUeron atribuidas a diferencias entre
las técnicas utilizadas, Sticher y iones (1992) también emplearon el isoelectroenfoque en geles de
poliacrilamida para determinar el valor de pl de las diferentes isoformas de a-amilasa de
embriones de guisante, revelando el carácter ácido de todas ellas. Trudel el al (1989)
desarrollaron un sistema de electroenfoque bidiniensional en poliacrilamida para la detección de
6isoformas ácidas y básicas de quitinasa de tabaco, de las cuales, Majeau el al. (1990) lograron
determinar 13 diferentes a partir de semillas de pepino, usando la misma técnica.
Otro punto a considerar en la determinación de isoformas de enzimas es la diferencia de
peso molecular que aquellas presentan entre sí. Habitualmente se emplea la electroforesis en geles
de poliacrilamida (PACE), con o sin agentes desnaturalizantes, como por ejemplo, dodecilsulfato
sódico (SI)S), o bien filtración a través de columnas de Sephadex para estimar el peso molecular
de las proteínas. Normalmente, el empleo de columnas de filtración produce una sobreestimación
del peso molecular de una isoforma panicular frente a SDS-PAGE. Las diferencias de peso
molecular entre formas monoméricas cubren un amplio rango, desde 3 kDa, aproximadamente,
para la forma CADI de la cinamilalcohol deshidrogenasa (O’Malley y Sederoff, 1990) a más de 10
kDa para las isoformas de ATP sulfitrilasa de E. racilis (Li el al., 1991), Las diferencias entre
isoformas se establecen usualmente por comparación entre los pesos moleculares obtenidos en
SDS-PAGE. Así, las dos isoformas de almidón sintasa analizadas por Denyer y Smith (1992)
difieren en 17 ld)a. Menores diferencias se obtienen para las isoformas de arginasa de higado de
ratón, 3 kDa aproximadamente (Spolarics y Bond, 1988).
La composición de aminoácidos proporciona una primera visión de la similitud entre
isoformas, si bien las homologías y las diferencias deben establecerse sobre la base de la secuencia
de aminoácidos. Algunos autores comparan los patrones polipeptidicos obtenidos en PACE tras
una proteolisis parcial (Borkovich y Weiss, 1987a; Gofiher el al., 1991) o un fraccionamiento
quimico (Lischwe y Ochs, 1982,) de las isoformas para establecer homologias.
L3- ELECTROFORESIS CAPILAR Y CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION EN EXCLUSION MOLECULAR
La estimación de los valores de pi y peso molecular de isoformas son dos criterios básicos
para su caracterización. El empleo de la electroforesis en geles de poliacrilamida para determinar
ambos parámetros require un largo periodo de tiempo, tanto para la preparación de los geles
como para el desarrollo de la separación y la posterior tinción de la muestra. El desarrollo de
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técnicas como la cromatografla líquida de alta resolución (IIPLC) para la separación de proteinas
y péptidos y la electroforesis capilar ofrecen la posibilidad de un análisis rápido, eficaz y altamente
sensible de proteinas frente a métodos tradicionales.
En la última década, la cromatografia líquida de alta resolución ha sido ampliamente usada
en el análisis y la purificación de las proteínas. Básicamente se han descrito tres diferentes
estrategias para lograr una buena separación. La primera se centra en mecanismos de intercambio
jónico: la proteina se comporta como un lón y su retención, resolución y detección se produce
gracias a su interacción, como tal ión, con la fase estacionaria (Vuan y Pietrzyk, 1990). La
segunda aproximación se realiza mediante columnas de fase reversa. El interés principal de este
procedimiento reside en la hidrofobicidad de la fase estacionaria, su estabilidad frente a posibles
hidrólisis proteicas, así como la estructura del poro de la matriz de sílice. Sin embargo, no hay
relación alguna entre la retención de la muestra en la columna y su peso molecular, por lo que la
separación se lleva a cabo sobre la base de la hidrofobicidad de la proteína (Davankov el al.,
1 990; Pedroso el c’l., 1 987). En la tercera estrategia, la cromatografia de exclusión molecular, la
más usada en el análisis y caracterización de proteínas, la separación se lleva a cabo de acuerdo
con el peso molecular de la muestra.
La cromatografia de permeación o filtración se estableció inicialmente con el uso de geles
formados por entrecruzamiento y unión de dextranos con epiclorhidrina (Sephadex). Sin
embargo, el proceso de preparación de estos geles no rinde matrices totalmente homogéneas, lo
que limita en gran medida la resolución de la columna (Warzecha e/al., 1990). Por el contrario, la
cromatografia de exclusión molecular emplea fases estacionarias generalmente rígidas, basadas en
resinas polirnéricas como el polimetracrilato, o bien en micropartículas de sílice que son estables
en fases acuosas para un intervalo de pH de 4 a 9. Mediante el uso de estas fases se logra una alta
resolución, eficacia y reproducibilidad frente a los sistemas tradicionales de filtración (Fallon cl
al., 1 987), además de permitir la recuperación de más del 90% de la muestra empleada.
La separación de muestras en 1-IPLC de exclusión molecular (SE-HPLC) requiere un
soporte inerte frente a interacciones iónicas, hidrofóbicas o de adsorción. Esto implica una
elección adecuada de la columna así como de la fase móvil para obtener la máxima eficacia
8(Fallon el al., 1987; Wu el al,, 1989). La columna debe contener un relleno altamente hidrofilico,
como es el caso de las columnas TSK-PWXL o Zorbax-diol. La presencia de grupos residuales
carboxilo en la superficie de empaquetamiento para la primera y los grupos dialcohol para la
segunda dan como consecuencia una correcta relación entre los tiempos de retención obtenidos
para cada proteina y el peso molecular de la misma (Nagy, 1990). La fase móvil puede afectar a la
resolución a través de la interacción directa con la fase estacionaria y con el soluto. La
manipulación del ph y de la fUerza iónica del tampón utilizado como eluente evitará otras
interacciones indeseables (Ujházy e/al., 1989). Por otro lado, se recomienda el uso de columnas
cortas con un diámetro de partícula pequeño, pues éstas permiten operar con bajos valores de
flujo (0,3-1,0 mLmin-1), reduciendo el término de transferencia de masas, de gran importancia
para optimizar las separaciones de proteínas (Failon e/al., 1987; Yamamoto e/al., 1990).
I.~a posibilidad de incluir agentes fuertemente desnaturalizantes, como SDS al 0. 1~o o
cloruro de guanidina 6M en las fases móviles utilizadas en SE-HPLC, supone otra ventaja de esta
técnica. La adición de agentes desnaturalizantes reduce cualquier interacción química del soluto
con la fase estacionaria, elimina las interacciones hidrofóbicas y la proteina se comporta de forma
ideal. En el caso de proteínas formadas por varias subunidades, la combinación de fases
conteniendo SDS con la desnaturalización previa de la proteína nos permitirá calcular el peso
molecular del monómero. La comparación de este método con SDS-PAGE permite concluir,
razonablemente, que la cromatografla es más adecuada, sobre todo si se conocen previamente un
cierto número de propiedades de la proteína sujeto de la separación (Fallon el al., 1987).
La electroforesis es una poderosa herramienta para la separación de especies iónicas,
especialmente biopolímeros como proteínas y ácidos nucleicos. Durante los últimos cuarenta
años, electroforesis en papel, almidón, acetato de celulosa, agarosa o poliacrilamida han sido
empleadas para separar péptidos, proteínas y polinucleótidos. A pesar de su versatilidad y
utilidad, la realidad es que se trata de un método laborioso y relativamente lento.
Desde su descripción, en los años 30, la técnica electroforética ha experimentado
importantes avances. La electroforesis capilar zonal flie desarrollada por Mikkers el al. (1979)
para la separación de pequeños aniones como, por ejemplo, el anión cloruro, por detección
9conductimétrica en un capilar de Teflon, de 200 ~imde diámetro interno. Jorgenson y Lukacs
(1981) realizaron detallados estudios en electroforesis capilar utilizando columnas de vidrio y
sílice fundida y acoplando sistemas de detección óptica. Algunos de sus primeros estudios con
mezclas de aminoácidos dansilados muestran eficacias de — 250.000 platos teóricos, empleando
voltajes de 300 Vcm-1 de capilar.
El diseño experimental para llevar a cabo una electroforesis capilar es relativamente
sencillo: un capilar cuyos extremos están sumergidos en un reservorio lleno de un electrolito y un
electrodo de alto voltaje. Cerca de uno de los extremos del capilar se construye una ventana
frente a la que se sitúa el detector, habitualmente espectrofotométrico en la zona ultravioleta
(Compton y Browlee, 1988; Lux el al, 1990). El capilar, lógicamente, representa la columna de
separación. Se trata, en general, de un capilar de sílice fundida cubierto de poliimida, lo que le
proporciona gran flexibilidad. La sílice fUndida posee una alta transparencia en el UV-visible y es,
por tanto, un material deseable para estos sistemas de detección. El desarrollo reciente de
columnas capilares ha representado un importante avance técnico en la electroforesis capilar zonal
(Ewin e/al, 1989; Gordon el al, 1988; Grossy Yeung, 1990; Grossman elal, 1989). La técnica
con columnas capilares es deseable por su automatización con datos de análisis a tiempo real. Las
cantidades de muestra usadas son del rango de nanolitros y el volumen de tampón usado suele
estar en el rango de los mililitros. El tampón, usado como electrolito, es estable dentro del capilar
frente a movimientos de convección o difUsión.
En general, las sustancias a separar, al encontrarse a un determinado pH, adquieren una
carga neta (positiva o negativa) en fUnción de la cual se desplazan a lo largo del capilar cuando se
aplica en éste una diferencia de potencial entre sus extremos. La carga de un pequeño péptído
puede ser estimada a partir de los valores de pKa de los aminoácidos individualmente
considerados y en función de la relación carga/masa se puede predecir su movilidad
electroforética en un electrolito determinado, Por el contrario, la movilidad electroforética en el
análisis de proteínas viene modificada por su hidrofobicidad, secuencia primaria o conformación
(Rickard el al., 1991). Además, la carga de una proteina puede variar en función del pl-> del
electrolito. Deyl el al. (1989) han estudiado la movilidad electroforética de proteinas de diferente
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peso molecular en capilares de sílice sin tratar, con un rango de pH para el electrolito
comprendido entre 6,9 y 10.5, llegando a demostrar la existenca de una relación lineal entre
movilidad electroforética y pl.
Uno de los principales problemas en electroforesis capilar de proteinas usando capilares de
sílice sin tratar, es la adsorción de Ja proteína a través de sus cargas positivas a los grupos silanol
de la pared del capilar. Este mecanismo produce un ensachamiento de la banda, lo que se traduce
en una eficacia pobre. Lauer y MeManigilí (1986) propusieron realizar la separación de una
proteina con altos valores de pH del electrolito, de manera que proteína y paredes del capilar
presentasen cargas negativas. A valores de pH superiores a 8,0 se genera un fUerte flujo
electroosmótico (movimiento global del electrolito en el interior del capilar) que proporciona una
velocidad constante de migración. Esto facilita el avance de proteinas con fUerte carga negativa,
acortando así el tiempo de análisis (Chen el al., 1991). Chen el al. (1992) emplearon como
electrolito tampones de alta fUerza iónica (por ejemplo, tampón fosfato sódico 0,12 M) para
mejorar asi la eficacia en la separación de proteinas. En estas condiciones, la sal compite con la
proteína por los sitios de adsorción sobre la pared del capilar. La única limitación es la generación
de un efecto Joule intolerable para capilares con un diámetro interno superior a 75 gm. Otra
alternativa es eliminar las proteínas adsorbidas mediante el lavado del capilar con disoluciones
ácidas (ácido fosfórico) o básicas (hidróxido sódico) entre cada análisis, con objeto de restaurar
las condiciones iniciales del capilar (Zhu el al., 1990). El principal inconveniente de esta técnica es
el acortamiento de la vida media del capilar.
Las proteínas también pueden ser separadas en electroforesis capilar sobre la base de su
peso molecular, para lo cual se utilizan capilares rellenos de geles, como poliacrilamida (Hjerten e~
al., 1987; Widhalm el al., 1991). Estos geles, además de eliminar los efectos de carga en
superficie, introducen un nuevo factor, como es el tamaño del poro creado por el gel. Igualmente,
el empleo de geles de poliacrilamida con SDS como relleno de los capilares permite utilizar la
electroforesis capilar para el estudio de las proteínas en condiciones desnaturalizantes, de manera
similar a la electroforesis convencional con SDS (Cohen y Karger, 1987; Cohen el al., 1987;
Tsuji, 1991).
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1.4.- ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES LIGANDO-PROTEINA
Una caracteristica común de la proteinas es que, de forma invariable, interaccionan
fisicamente con otras nrnléculas. Una proteina nunca actúa sola, sino que siempre actúa en un
entorno molecular heterogéneo. Por tanto, un punto de interés es caracterizar la interacción de la
proteína con esas otras moléculas.
Además de la interacción sustrato-enzima. que determina la función de esta última, pueden
encontrarse interacciones entre la enzima y moléculas reguladoras o efectoras que, de manera
habitual, son estructuralmente diferentes del sustrato o de los productos de reacción. Estos
efectores pueden activar o inhibir la enzima de diferentes maneras, competitiva., acompetitiva, no
competitiva o mixta, en función del sitio de unión del efector a la proteína (¡‘rice y Stevens,
1986).
Diferentes métodos permiten estudiar la unión de una molécula efectora a una enzima
Uno de estos métodos se basa en la medición de los cambios producidos en el espectro
ultravioleta de la enzima. Por ejemplo, la unión de Leu a a-isopropilmalato sintasa produce
cambios conformacionales detectables mediante variaciones en su espectro ultravioleta. Estas
variaciones se identifican como un cambio en la exposición de ciertos residuos aminoacídicos (Tyr
y Trp, principalmente) en la enzima (Teng-Leary y Kohlhaw, 1973). El ligamiento de sales biliares
a seroalbúmina de vaca se ha estudiado mediante fluorescencia y dicroismo circular. La unión de
las sales produce un descenso de la fluorescencia natural de la enzima a 350 nm, lo cual implica
que el ligamiento se produce en un entorno próximo a los residuos Trp de la proteína. Así mismo,
se han observado cambios en el espectro de dicroismo circular (Pico y Houssier, 1989). Esta
última técnica, junto con los espectros ultravioleta de la proteína, también se ha utilizado para
estudiar el ligamiento de varios efectores a la enzima indolamina-2,3-dioxigenasa (Sono, 1989),
Todas estas técnicas son indicativas de que existe unión efector-enzima, pero por sí
mismas no permiten cuantificar el número de moléculas efectoras que se unen a la proteína ni la
cinética de su unión. Este tipo de estudios se realiza habitualmente mediante equilibrio de diálisis.
Para ello, se utiliza un sistema bicameral, separadas ambas cámaras mediante una membrana
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semipermeable. Un volumen conocido de una disolución de proteína, de concentración también
conocida, se sitúa a un lado de la membrana y al otro, un volumen conocido de una disolución de
ligando, de concentración también conocida. La cantidad de efector unido a la proteina se
determina, una vez alcanzadas las condiciones de equilibrio de diálisis, mediante la valoración del
efector libre (Klotz, 1989). Los datos obtenidos a partir de estos estudios se representan,
habitualmente, mediante gráficas de Scatchard (Scatchard, 1949). Cuando dicha representación
gráfica proporciona una linea recta, los sitios de unión por molécula de proteína se calculan como
el punto de intersección de dicha recta con el eje de abscisas. Sin embargo, numerosos casos
experimentales muestra un claro alejamiento de la linearidad, produciendo curvas cóncavo••
convexas, como ocurre para la unión del laurato a seroalbúmina de vaca (Pedersen el al,, 1986> o
bien curvas parabólicas, como en la unión de Leu a a-isopropilmalato sintasa (Teng-Leary y
Kohlhaw, 1973). En el primer caso, la forma cóncava se interpreta como existencia de
cooperatividad negativa en la unión mientras que en el segundo, la curvatura obtenida indicaria
cooperatividad positiva en el ligamiento. Los dos tipos de cooperatividad pueden ser mimetizados
por diferentes artefactos (Mendel el al, 1985; Ishida el al, 1988; Price y Stevens, 1986), por lo
que es habitual recurrir a varias, no solo a una, representaciones gráficas de los datos de
ligamiento que pongan de manifiesto estos posibles artefactos (Klotz, 1989>. De esta forma se
determinan tanto la existencia de cooperatividad real como el número de sitios de unión en la
proteína para la molécula efectora.
1.5.- ARGINASAS Y SUS ISOFORMAS
La arginasa, L-arginina amidinohidrolasa (EC. 3.5,3.1), está ampliamente distribuida en la
naturaleza. Fía sido particularmente estudiada en tejidos animales, en relación con la excreción de
nitrógeno y el ciclo de la urea. También se ha purificado y caracterizado en plantas, en sus
semillas y en muchos microorganismos.
En la formación de semillas de leguminosas, un suceso de capital importancia es la
acumulación de proteínas de almacenamiento, ricas en arginina, que serán la principal fuente <le
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nitrógeno para el crecimiento del eje embrionario durante Ja germinación (Bewley y Black, 1983).
Esto implica una clara dependencia entre germinación y las enzimas del metabolismo de la
arginina. Por ejemplo, la actividad arginasa incrementa (Matsubara y Suzuki, 1984) o permanece
constante (De Ruiter y Kollófell, 1983) durante la germinación de semillas de soja y guisante,
respectivamente. Ya que los cotiledones y el eje embrionario son metabólicamente diferentes
durante el proceso, la enzima puede tener papeles metabólicos también diferentes. Pawashe y
Srivastava (¡987) describieron una actividad arginasa en semillas de garbanzo (ti¿cer ar¡el¡num)
que incrementa rápidamente en los cotiledones como respuesta a la movilización de las proteínas
ricas en arginina, mientras que dicha actividad desciende rápidamente en el eje embrionario
durante los primeros estadios del desarrollo.
Kang y Cho (1990) purificaron y caracterizaron esta enzima a partir de cotiledones de soja
((3/peine mcix). Su peso molecular era de 220 kDa, estimado por filtración a través de Sephadex
G-200. La electroforesis desnaturalizante de la proteína purificada dio una única banda de 55
kDa, lo que indicaba que la proteína estaba presente como un tetrámero. Su Km fue estimada en
83 mM, siendo activada por putrescina. La enzima resultó ser dependiente de Mn21 para
desarrollar su actividad, lo cual es una característica que se repite para todas las arginasas,
independientemente de la fuente, como podrían ser higado de rata (Kanyo el al., 1992) o las
arginasas codificadas por el plásmido TiCS8 de Agrobacíerizem (Shrell el al., 1989). La única
excepción conocida resultó ser la arginasa de Bac/Ibis caldovelox (Patchett el al,, 1991). Aunque
la función del catión no está totalmente esclarecida, Green et al. (1990, 1991) sugirieron un doble
papel catalítico y estructural para el Mn2±respecto a la arginasa de Saccharoi’nyces cerevisicie.
Maggini el al, (1992) describieron una arginasa presente en hígado de rata, dependiente de Mn2+,
para cuyo sustrato mostraba una fuerte cooperatividad positiva (~o~ = 6,5 pM). Sin embargo, en
ausencia de Mn2~, la Km de la enzima aumentaba hasta 21 ~íM, lo que indicaría un importante
papel regulador del catión.
Soru (1983) estudió las propiedades químicas e inmunológicas de la arginasa de Bacillus
aníhracis y de Síaphyllococcus aureus, llegando a la conclusión de que desempeñaban funciones
distintas en sus respectivos organismos. En ái aureus se encontraron otras enzimas del ciclo de la
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urea, no así en B. aníbracis. Respecto a esta última especie bacteriana, sus cepas patógenas eran
siempre encapsuladas y, además, mostraban una elevada actividad arginasa. Por el contrario, las
cepas no encapsuladas tenían niveles casi inapreciables de dicha actividad.
I?hodobacíer capsulo/ns posee una arginasa inducible por L-arginina y L-homoarginina
(Moreno-Vivían el al., 1992), dependiente de Mn2±pero fUertemente inhibida por Zn2±,Cu2±,
Cys y Orn. La enzima estaba formada por cuatro subunidades idénticas, de 3 1 kDa de peso
molecular. Su Km era de 16 mM, valor muy similar al obtenido para la arginasa de S. cerevisicie
(Creen el al., 1990). Sin embargo, la enzima de esta última especie era un trimero que se
encontraba formando un complejo con ornitina transcarbamilasa (Duong el al., 1986; Lisenstein
el al., 1986). La arginasa de levadura también mostró ser una enzima sujeta a inducción
nutricional por su sustrato (Whitnery y Magasaniki, 1973). Cooper el al. (1992), empleando
diferentes mutantes de 5. cerevisicie, demostraron la existencia de un control transcripcional de la
enzima por arginina. tinto en plantas como en microorganismos, la arginasa parece ser una
enzima inducible. También son inducibles las de higado de rata (Spolarics y Bond, 1988) e higado
humano (lkemoto ei~ al.. 1989). En Neurospora cra&~a, la arginasa está siempre presente en
cantidades significativas y es activada por liberación de arginina desde la vacuola (Weiss y Davis,
1977). A, este respecto. Borkovich y Weiss (1 987a) describieron un aumento de actividad de hasta
3 veces sobre los niveles basales de arginasa cuando el micelio crece en un medio con L-arginína
como única fuente de nitrógeno.
La estimación del peso molecular de las diferentes arginasas purificadas mediante filtración
por gel o electroforesis con SDS indican que todas ellas poseen una subunidad básica, cuyo peso
molecular oscila entre 30 kDa para la de hígado de rata a 55 kDa para la de soja. La enzima
nativa, a su vez, podrá estar formada por un número variable de subunidades, entre 3, para la de
hígado humano, y 7, para la de N. crassa Ikemoto et al. (1990) purificaron a homogeneidad una
arginasa de hígado humano a partir de cepas donadas de Escherichia colí. El peso molecular de
esta proteína fUe estimado en 35 kDa, no aislándose en ningún caso formas poliméricas. Los
autores concluyeron que este monómero debería ser la auténtica forma de arginasa, mientras que
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dímeros, trímeros o tetrámeros detectados para la arginasa humana se debían a artefactos en el
proceso de purificación, que favorecerían la autoasociación de la enzima.
Se ha descrito con frecuencia la aparición de isoenzimas como mecanismo regulador de
ciertas rutas metabólicas. No se han descrito isoformas de arginasa en bulbos de Iris (Boutin,
1982), J>isumsatirum (Talory Stewart, 1981), en alcachofa(Wright el al., 1981)0 en soja (Kang
y Cho, 1990). Por el contrario, se han descrito isoformas de arginasa en microorganismos y
tejidos animales. Así, Borkovich y Weiss (1987a y b) describieron en N. craxw.¡ dos isoformas de
arginasa que diferían en su peso molecular (26,8 RDa y 31,7 RDa) y que estaban
inmunológicamente relacionadas con la arginasa de S. cerevisiae. El empleo de cepas de
Neurospora deficientes en arginasa puso de manifiesto que ambas formas eran codificadas o
reguladas por el mismo locus regulador, aga (Borkovich y Weiss, ]987b>.
La variación en las propiedades de las isoformas de arginasa durante el desarrollo ha sido
estudiada en tejidos fetales y adultos humanos, encontrando diferencias en sus propiedades
inmunológicas; sin embargo poseen idéntica Km, termoestabilidad, requerimiento de cationes para
su actividad y ambas son inhibidas por ornitina (Spector el al., 1982). En riñón de rata, Skrzypek-
Osiecka el al (1983) estudiaron dos isoenzimas de arginasa, j o citoplásmica y A2 o
mitocondrial, concentrando esta última el 98% de la actividad total. Las dos formas se
diferenciaban en sus propiedades inmunológicas y electroforéticas. Sin embargo, las arginasas de
hígado y eritrocito humano eran similares en cuanto a peso molecular y propiedades
inmunológicas (Ikemoto ci al., 1990).
Spolarics y Bond (1988) detectaron dos formas de arginasa en el citosol de células de
hígado de ratón que se diferenciaban en su peso molecular ( 35 RDa y 38 kDa, respectivamente) y
en su punto isoleléctrico (7,8 y 5,8). La proteolisis limitada con tripsina eliminaba un fragmento
de aproximadamente 3 kDa que no afectaba a la actividad o al pl de la isoforma. La composición
de aminoácidos de las dos formas era similar (— 87% de homologia) a las arginasas de hígado de
rata y humano. Los autores relacionaron la aparición de varias isoformas de diferente tamaño y
carga en hígado de rata con la fUnción de la enzima en diferentes rutas metabólicas: ciclo de la
urea, síntesis de prolina o ácido glutámico o síntesis de poliaininas, ya que estas rutas deberian ser
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independientemente reguladas. La existencia de isoformas implica la posibilidad de regular
arginasa bajo diferentes condiciones fisiológicas o patológicas, ya que también se han detectado
cambios en estados iniciales de diabetes o hiperargininemia.
1.6.- CATABOLISMO DE LA ARGININA EN LIQUENES
Para los liquenes que contienen cianobiontes. glutamato y glutamina son los productos
primarios de asimilación del nitrógeno (Rai, 1988). Sin embargo, los liquenes que contienen un
alga verde acumulan grandes cantidades de arginina (Evernia prunasírí) mientras que otras
especies (Roce/la mon/agnel, (Jadoiña rang¡/érina, U. gracilis. Parmelia ¡mc/omm, 1>.
nepalensis) acumulan Glx y Asx como los más abundantes en el conjunto de aminoácidos libres
(Vicente y Legaz, 1988b). aunque el contenido en arginina suele ser también alto. La abundancia
relativa de cada uno de los aminoácidos de este conjunto está sometida a variaciones estacionales
(Legaze/a/., 1986).
A continuación se muestra un esquema sobre las diferentes rutas del catabolismo de
arginina en It. primas/rl.
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1.61.- Ar2¡nasa y oniltina descarboxilasa
.
Los estudios sobre el contenido en poliaminas de varias especies de líquenes indican que la
arginina es rápidamente metabolizada tras la hidratación del talo. La hidrólisis de arginina por
arginasa produce ornitina y urea. La enzima es inducida por su sustrato en 1<1 prunaslri en
oscuridad (Lega.z y Vicente, 1980), aunque también se detecta actividad tras la incubación en luz.
La adición de urea a los medios de cultivo previene, o disminuye, la inducción de arginasa
causada por el aminoácido. Una arginasa purificada 158 veces (peso molecular ¡ 80 kDa) muestra
un valor de K~1 para arginina de 0,2 mM. El pH óptimo de la reacción es bimaximal, con un pico
principal a pH 9.0 y un maxímo secundario a pH 6,5 (Legaz y Vicente, 1982). La urea se
comporta como un inhibidor competitivo de la enzima, con un valor de Ki de 2,58 mM, mientras
que la agmatina se comporta como inhibidor no competitivo, con una Ki de 21,54 mM. Ornitina y
putrescína son activadores de la enzima, mientras que la fuerte inhibición producida por urea debe
interpretarse como un mecanismo de retroinhibición que asegura una completa y efectiva
regulación de la actividad arginasa (Vicente y Legaz, 1983).
Una segunda forma de arginasa, ésta constitutiva, está presente en talos de E. prunastri.
La proteina, pre-existente e inactiva, es activada por la liberación de la arginina, probablemente
secuestrada en las vacuolas, al citosol tras la hidratación de los talos. La enzima ha sido purificada
920 veces a partir de talos incubados sobre cicloheximida para evitar la aparición de la forma
inducible. Su peso molecular es de 330 RDa. Las curvas de saturación por sustrato muestran una
cinética típicamente micaeliana con un valor de Km para arginina de 2,5 mM (Martin-Falquina y
Legaz, 1984). Ornitina, agmatina y putrescina se comportan como activadores no esenciales de la
enzima. Los valores de Ka aparente, estimados mediante la representación de Dixon, son 1,1 mM
para ornitina, 5,88 mM para agmatina y 2,7 mM para putrescina. La arginasa constitutiva, así
como la inducible, requieren específicamente Mn
2±como cofactor, La contaminación con
arginasas bacterianas ha sido descartada en ambos casos, ya que incubaciones en presencia de
penicilina rebajan enormemente el número de bacterias vivas sin afectar la actividad arginasa
recuperable (Vicente y Legaz, 1 988a).
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Los fenoles liquénicos mayoritarios en los extractos libres de células correspondientes a
cada una de las formas de arginasa descritas muestran ser activadores de sus correspondientes
arginasas en los rangos de concentración fisiológicos (Legaz, 199!). Dado que algunas de estas
activaciones producen un incremento aparente en el valor de h, por ejemplo, de 1,0 a 1,7 para la
arginasa de inducible, la hipótesis de diferentes formas poliméricas va tomando carta de
naturaleza, siendo posiblemente los fenoles accesibles a la enzima citosólica los responsables de
tal polimerización (Legaz, 1991).
Ornitina, uno de los productos de hidrólisis de arginina, puede ser posteriormente
descarboxilada para producir putrescina y urea. Escribano y Legaz (1984) encontraron actividad
ornitina descarboxilasa en talos de ¡ti prunasírí incubados sobre ornitina en oscuridad. La enzima
era también detectable cuando los talos se incubaban sobre tampón Tris-HCI, aunque la actividad
final desarrollada era 2,5 veces menor que la encontrada tras la incubación sobre el aminoácido.
La adición de cicloheximida 40 1tM a los talos cultivados sobre ornitina no anula la actividad
descarboxilasa. Sin embargo, cloranfenicol 0, 1 mM provoca una pérdida del 95% de la actividad
descarboxilasa. Por ello, los autores especulan acerca de la existencia de dos enzimas, una de
síntesis citosólica y otra organular. Aproximadamente el 80% de la actividad descarboxilasa total
depende de la proteína sintetizada en orgánulos.
1.6.2.- La vía descarboxilativa de la arilinina
.
Una vía alternativa a la hidrólisis de la arginina es su descarboxilación para producir
agmatina. Talos de E prunasírí incubados sobre arginina 40 mM en oscuridad desarrollan una
actividad arginina descarboxilasa inducible, aunque dicha actividad comienza a decrecer a las 4h
de incubación, Vicente y Legaz (1981) purificaron esta enzima 117 veces. Su pH óptimo es 7,1 y
su temperatura óptima, 26
0C. La masa molecular de esta proteína se ha estimado en 300 RDa. La
cinética de saturación por sustrato indica que se trata de una enzima micaeliana cuyo valor de Km
ha sido estimado en 12,5 mM para arginina. Por ello, a nivel de afininad por el sustrato, parece
más efectiva la vía hidrolitica que la descarboxilante. Putrescina y urea inhiben significativamente
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la descarboxilasa, lo que sugiere un posible mecanismo regulador de actividad por retroinhibición.
La agmatina, que era un potente inhibidor de arginasa. sólo muestra en este caso una moderada
acción inhibitoria de la descarboxilasa.
La agmatina producida por descarboxilación de la arginasa puede ser hidrolizada por una
agmatina amidinohidrolasa para dar putrescina y urea. Una enzima purificada 485 veces de talos
de ¡tI prunaslri muestra un pu óptimo de 6,9, y temperaturas óptimas entre 350C y 400C, aunque
a 00C se mantiene un 6% de la actividad máxima de la preparación purificada, así como un 20% a
700C. La masa molecular de esta enzima ha sido estimada en 320 kDa. A partir de la
representación de Woolf, el valor de Km calculado para la agmatina es de 6,4 mM (Vicente y
Legaz, 1982). La enzima muestra especificidad por agmatina y no hidroliza arginina, ornitina o
putrescina. Estos últimos tres análogos se comportan como activadores de la hidrolasa para
concentraciones de agmatina menores de 14 mM, pero para valores más altos, los tres
compuestos se comportan como inhibidores de la enzima. La urea inhibe completamente la
actividad agmatina amidinohidrolasa.
La agmatina producida por acción de una arginina descarboxilasa puede ser también
convertida en N-carbamil putrescina por acción de una agmatina iminohidrolasa. Esta vía, que fue
descrita para plantas superiores como Hordeum vulgare, Zea mays and (Jlycine mcix, ha sido
también encontrada en talos de ¡ti prunas/rí incubados durante 2h en tampón Tris-HCI, No
obstante, la adición de arginina soporta un fuerte incremento de actividad hasta las 4h de
incubación. La aparición de actividad hidrolasa era dependiente de la síntesis actual de proteínas.
Tal hidrolasa fue purificada 34,5 veces, obteniéndose un valor de Km para agmatina de 0,8 mM.
La urea se comporta como un activador de la enzima mientras que arginina inhibe la hidrolasa
para concentraciones de agmatina superiores a 4 mM. Para concentraciones de sustrato inferiores
a 2 mM, arginina se comporta como un activador de la enzima (Legaz e/al., 1983).
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1.6.3.- Síntesis y transiocación de poijaininas
.
Sobre la base de los pH óptimos para las enzimas clave del metabolismo biosintético de la
putrescina, se han establecido dos rutas principales, una alcalina. fungica, que parece ser
mayoritaria, y otra, neutra, alga! y minoritaria (Legaz, 1985, ¡991). 1’]. primas/rl sintetiza
putrescina, espermidina y espermina, siendo la espermidina el compuesto que se encuentra
siempre en mayores cantidades en talos recién recolectados. Valores ácidos de pH (5,5) producen
un descenso en la cantidad de putrescina y espermina tanto libres como conjugadas, mientras que
los niveles de espermidina permanecen prácticamente inalterados, al menos tras 8 Ii de incubación
de los talos a este pH. En estas condiciones, la putrescina es la única poliamina segregada a los
medios de incubación. Valores neutros de pH permiten tina lenta pero constante y significativa
producción de putrescina y favorecen la conjugación con macromoléculas tanto de putrescina
como de espermina. A estos valores de pH, la secreción de las tres poliaminas al medio es
promovida, principalmente como formas libres. Los niveles de poliaminas libres en talo
permanecen estables a valores de pH en el rango de la alcalinidad, mientras que disminuye
marcadamente la conjugación de putrescina y espermina a pequeñas moléculas. En estas
condiciones, la principal poliamina segregada a los medios de incubación resulta ser la
espermidina (Escribano, 1991).
Las poliaminas en líquenes parecen estar envueltas en la regulación del crecimiento del
talo, viabilidad de los fotobiontes y en la estabilidad del equilibrio de la simbiosis (Escribano y
Legaz. 1985; Legaz, 1985; Legaz el al., 1985). Aunque ambos simbiontes pueden sintetizar
putrescina (Legaz, 1985), sólo un 0.6% de la diamina total suministrada de forma exógena a talos
de E. pruna4lri es posteriormente localizada como putrescina libre en el ficobionte. Esto parece
indicar que las algas controlan el influjo de la poliamina quizá como un mecanismo de defensa
frente a los efectos tóxicos de la diamina sobre su metabolismo (Vicente y Legaz, 1983). Esto
está de acuerdo con la hipótesis según la cual la putrescina, cuando es producida por el
micobionte, o se mueve hacia él, va a ser conjugada en un alto porcentaje (Escribano and Lega.z,
1988). Por otra parte, se ha demostrado que cuando talos de It. prunaslr¡ son incubados en
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medios líquidos a pH 5.0 (Legaz and Escribano, 1987), la putrescina diprotonada es atrapada en
la pared celular y allí puede ser, en parte, degradada a 1-pirrolina, antes de su entrada en la célula,
por acción de una diamino oxidasa segregable.
Recientemente se ha identificado y caracterizado parcialmente un sistema de transporte
para putrescina en talos de It. primas/rí midiendo el consumo de putrescina marcada
radiactivamente (Legaz e/ al,, 1 993a). La captación de la diamina muestra ser independiente de la
temperatura y alcanza su máximo valor para pH alcalinos. Los valores de Kni y vmax para el
transporte de putrescina en estas condiciones experimentales son 5.3 mM y 12.5 ~tmolir1,
respectivamente. No se ha observado ningún efecto sobre el transporte y la adsorción al tratar los
talos con algunos inhibidores metabólicos, como cianuro sódico y 2,4-dinitrofenol, así como con
el fungicida nistatina. Esto sugiere que la captación de putrescina es independiente de energía,
muy rápida y mediada por un transportador. La putrescina transportada queda principalmente
localizada en el citosol y airededor del 65% de la putrescina total captada se encuentra en las
células del micobionte.
De igual forma, se ha estudiado la posibilidad de competición de este sistema de
transporte con otros metabolitos. Los experimentos de competición para la captación incluyen
tanto transporte como adsorción sobre paredes celulares (Escribano e/al., 1993). En este sentido
espermidina y esperniina se comportan como inhibidores competitivos del sistema de transporte
de putrescina con valores de Ki de 1.55 mM y 1.34 mM, respectivamente. Los aminoácidos
básicos, como arginina, ornitina y lisina, no compiten por el mismo sitio de adsorción. La
putrescina captada no parece ser convertida eficientemente en otras poliaminas después de su
transporte. Estos resultados sugieren que la movilidad de putrescina dentro del talo está primada
hacia el micobionte.
L&4- La función de la arsinasa se2re2able
.
No existe, hasta la actualidad, ningún trabajo experimental que aporte resultados sobre
secreción macromolecular en liquenes en condiciones naturales. Sin embargo, la experimentación
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llevada a cabo en condiciones de laboratorio, mediante la cual se intenta estudiar las
características bioquímicas de síntesis de material preferentememente enzimático. utiliza a menudo
cultivos de talo sobre medios líquidos durante cortos períodos de tiempo. En estas condiciones, se
ha observado secreción de algunas actividades enziniáticas, aunque el papel fisiológico que tal
secreción pueda tener es materia sujeto de controversia.
Cada vez son más las proteínas extracelulares que, tras su análisis bioquimico, aparecen
glicosiladas con una cantidad variable de carbohidratos unidos covalentemente a la secuencía
polipeptidica. La glicosilación primaria se realiza a su paso por la membrana del retículo
endoplásmico, topográficamente muy cerca del punto de unión del ribosoma a la membrana. La
síntesis del enlace covalente depende del reconocimiento de una secuencia particular de
aminoácidos. Las glicosilaciones subsecuentes son catalizadas por enzimas particuladas en la
membrana, siendo la secuencia final de monosacáridos, regida por la especificidad de cada enzima
por el nucleótido de azúcar y el aceptor. Detecciones citoquimicas del proceso completo
confirman que la formación del oligosacárido inicial ocurre en el retículo endoplásmico rugoso
mientras que las restantes adiciones se realizan al paso de la proteína por el resto de las
membranas y dentro de las vesículas de Colgi, que actuarán después como vesiculas secretoras
(Priest, 1987). La secreción de glicoproteinas debe ser mirada, entonces, como un mecanismo de
pinocitosis reversa (Winterburn y Phelps, 1972). Glicosilación como señal de secreción no sólo
afecta a proteínas enzimáticas. La existencia y función de proteínas glicosiladas, producidas por
los fotobiontes de E. prunas/rí y Pseudeverniafur¡uracea, que actúan como proteinas represoras
sin actividad enzimática conocida, ha sido recientemente demostrada (Pérez-Urria el al., 1 989a;
Rodríguez el aL, 1989).
En todos los casos, las enzimas segregadas por liquenes parecen ser formas modificadas
de una enzima inducible. Cuando se hacen flotar talos de ¡ti prnnas/ri sobre urea, la ureasa es
inducida y, después de esto, una parte de dicha ureasa es segregada al medio como una función
inversa de la cantidad de enzima retenida por el talo (Blanco e/ al., 1984; Vicente y Blanco,
1985). Cuando la producción de la enzima es inhibida por cicloheximida, un inhibidor de la
traducción en ribosomas SOS, la secreción de la enzima es inmediatamente anulada (Vicente y
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Pérez-Urna. ¡989). La misma especie de liquen produce, al menos, dos formas de arginasa
cítosólica. siendo una de ellas constitutiva mientras que la otra se comporta como inducible por
arginina (Legaz y Vicente, 1982). Simultáneamente, se ha podido verificar la existencia de
actividad arginasa en los medios de incubación de los talos. Pues bien, el análisis del peso
molecular de la arginasa segregada indica claramente que la enzima inducible es la única forma
recuperada como enzima extracelular (Planelles y Legar., 1987). La enzima muestra ser una
glicoproteina que contiene 280 residuos de glucosa, 27 de fructosa y 85 de manosa por molécula
de proteína. El heteroglicopolimero tiene un peso molecular de 65 kDa (Planelles y Legaz, 1987)
por lo que el peso molecular de la glicoproteina se ha estimado en 245 RDa, El valor de Km para
esta enzima ha sido estimado en 1,5 mM para L-arginina, mientras que la de la enzima cítosólica
soluble es 0.2 mM. En este caso, la glicosilación implica una pérdida en la afinidad de la enzima
por su sustrato.
Es interesante describir que pueden establecerse buenas correlaciones entre el contenido
hídrico relativo del talo y la secreción de ureasa para dos especies diferentes de liquenes que
crecen sobre el mismo sustrato. Por ejemplo, (‘tararia niva/ls segrega mayor cantidad de ureasa
que la encontrada segregada de S/ereocaulon pascha/e, creciendo ambas sobre podzol. (‘ladonia
síellaris, creciendo sobre un suelo mineral, satura su talo alcanzando muy altos valores de
contenido hídrico relativo y segrega ureasa de forma continua. Por el contrario, (1,. rangi/eré’na no
segrega la enzima mientras que, paralelamente, necesita muy bajas cantidades de agua para
alcanzar la saturación del talo (Pérez-Urna el al., 1989).
Usando tres diferentes ecotipos de Xanlhor¡a parielmna, Rodriguez y Vicente (199!)
intentaron correlacionar secreción de ureasa con contenido relativo de agua después de una
inmersión durante 1 5 mm antes del suplemento de urea. De esta manera se estableció una relación
lineal entre ureasa segregada y contenido relativo de agua para los tres ecotipos usados (Legar y
Vicente, 1991). Por otra parte, la secreción de urea por talos de Mas/odia lesellata es
drásticamente abolida cuando la inmersión del talo se realiza en una mezcla de
agua:polietilenglicol (50:50, vii’). En estas circunstancias, el contenido hidrico relativo de los talos
es inferior al 40% del observado cuando dichos talos se sumergen en agua o en una disolución 40
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mM de urea, relacionándose entonces la ausencia de secreción con la insaturación de agua del talo
en estas condiciones. Por todo ello, parece razonable relacionar secreción de ureasa con el estado
hídrico de los talos, siendo éste un reflejo de la cantidad de agua contenida por las células y en los
espacios intercelulares y concluir que la secreción seria una consecuencia del movimiento de las
enzimas en el talo, desde un simbionte a otro, saliendo la proteína de aquel a través del con/inuum
espacio intercelular hidratado-medio líquido externo (Vicente. 1990; Vicente y Legaz, 1988a).
La posibilidad de movimiento de enzimas entre simbiontes puede tener importantes
implicaciones metabólicas, aún sin excluir que ambos simbiontes puedan sintetizar la misma
enzima a tiempos de inducción diferentes (A.hmadjian, 1977; Vicente y Legar., 1 988b; Vicente y
Pérez-Urna, 1989>. también es particularmente interesante el que estas enzimas, de forma
transitoria (Vicente y Pérez-Urna, 1989) o permanente (Legaz y Vicente, 1989), puedan ser
localizadas en las paredes celulares de los ficobiontes. Las interacciones proteína-proteína en las
paredes celulares de los ficobiontes liquénicos han sido, desde antiguo, relacionadas con sistemas
de reconocimiento de ficobiontes compatibles <Lockhart et al., 1978; Bubrick e/ al., 198 1;
Bubnick e/al., 1982; Bubrick e/al., 1985). Ahora bien, existía un hecho particularmente curioso.
Cuando se usaba una proteína de reconocimiento, producida por el hongo de Y parieíñu,
marcada con un trazador fluorescente, sólo se unía a su Iicobionte compatible cuando éste
procedía de un cultivo axénico, nunca cuando había sido recientemente aislado del talo (Bubrick y
Galun ¡980). Una conducta semejante era observada para el ligamiento de lectinas comerciales
sobre diferentes especies de ficobiontes (Marx y Peveling, 1983) mantenidos en cultivo axénico
durante largos periodos. Esto parecía indicar que el receptor de pared era una glicoproteina,
inducida en cultivo y probablemente reprimida en el holobionte (Vicente y Legaz, 1992).
Recientemente. Molina el al. <1993) han demostrado que una lectina parcialmente purificada de
Y. paríelma, que contiene una arginasa glicosilada (susceptible de ser segregada), es capaz de
unirse a las paredes celulares de ficobiontes compatibles recientemente aislados del talo si son
mantenidos durante sólo 2h en una disolución de urea. Simultáneamente a la unión, tanto la
ureasa particulada en las paredes del alga, como una actividad arginasa detectada en la
preparación de lectina son completamente anuladas. Esto está de acuerdo con el hecho de que
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muchas lectinas hayan sido identificadas como glicoproteinas con actividad enzimática (Shannon
and Hankins 1981 y lo que podría relacionarse con la hipótesis de que el verdadero papel de estas
lectinas no sería el de reconocimiento de especies compatibles (Lerouge el al. 1990), sino un
mecanismo de defensa de la planta frente a potenciales parásitos (Chrispeels and Raikhel 1991,
Franz 1990), incluidos, en el caso de los líquenes, los propios micobiontes (Ahmadjian 1987). La
putrescina ha sido claramente relacionada con el grado de infectividad fungica (Rajam e/al. 1985;
West y Wahers, 1989)> y en el caso de los líquenes, la arginasa fúngica segregable, cuando
penetra en ficobiontes aislados, desorganiza el cloroplasto y produce degradación de clorofilas en
paralelo al aumento del nivel de putrescina en el ticobionte (Molina y Vicente, 1993), cuyo
contenido natural es bajo, derivado de la via neutra del catabolismo de la arginina (Legaz, 1991).
Aún la posibilidad de interacción de esta arginasa segregable con los fenoles existe, dado
que muchos de ellos cristalizan de forma normal sobre las paredes celulares de los fotobiontes
liquenizados, como ha sido demostrado por Ahmadjian y Jacobs (1985) para (Isnea sirigosa y por
Honegger (1986) para dilérentes especies de Parmeliacecie.
1.6.5.- Isoformas como (actores de desarrollo o de reeulación metabólica
.
La situación metabólica descrita hasta este punto se revela como extraordinariamente
compleja. Por una parte, la mayoría de los liquenes son plantas adaptadas a condiciones de
extremada sequedad, por lo que la rehidratación de sus células y de sus espacios intercelulares
queda restringida a muy pocas horas, a veces incluso minutos, al día (Blum, 1973>. Esto
condiciona la solubilización de arginina, la inducción de arginasa y su secreción, a periodos de
tiempo muy restringidos. La sintesis y secreción de fenoles viene también condicionada por otro
factor externo, como es la densidad de flujo fotónico incidente sobre el córtex (Fahselt, 1981).
Quizá por ello, enzimas que juegan un papel decisivo en el metabolismo del nitrógeno y en el
mantenimiento del equilibrio simbiótico responden a las variaciones en las circunstancias
ambientales mediante la producción de isoformas (modificaciones post-traduccionales) antes que
de auténticos isoenzirnas (multiplicidad debido a causas genéticas), de acuerdo con Rider y Taylor
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(1980>. En este sentido, la firmación de agregados poliméricos de ciertas enzimas, con la
consiguiente modulación de su actividad, parece ser un mecanismo rápido de adaptación
metabólica en líquenes (Vicente y Legaz, 1988a). A nivel genético, la opción de la represión
catabólica parece ser la preferida en los sistemas rápidos de regulación. El descenso en la
velocidad de respiración causada por la desecación, o el incremento en la intensidad de luz
recogida por el talo, puede aumenta el contenido celular en glucosa (Tapper, 1981), lo que
redunda en mecanismos de represión catabólica que afectan, tanto a arginasa y otros enzimas
biosintéticos de poliaminas (Legar. y Vicente, 199 Ib; Vicente y Legaz. ¡985), como a enzimas del
metabolismo de los fenoles (Herrero el al?, 1989; Legar. el aL, ¡992).
Las investigaciones acerca de las relaciones entre variabilidad alélica y genotípíca y los
factores externos, bióticos y abióticos, han sido realizadas frecuentemente utilizando diferentes
plantas (Anderson, 1991; Samuel e/al,, 1991) y animales (Gilbert y Richmond, 1982; Oakeshott
id al., 1982; David el al., 1989). No obstante, estas investigaciones han sido llevadas a cabo
utilizando especies de fácil reproducción en condiciones de laboratorio, en orden a realizar análisis
genéticos. Por esto, los líquenes han sido excluidos hasta ahora de este tipo de investigaciones, ya
que la batería enziniática está, salvo casos, localizada en ambos simbiontes (Fahselt, 1985; Legar.
y Vicente. 198 1; Vicente y Legar., 1 988b> y, además, porque ha sido imposible hasta la fecha
llevar a cabo experimentos de cruzamiento mendeliano usando especies de liquenes. Culberson el
al. (1988) intentaron resolver este problema por medio de hibridaciones entre algunas especies de
(‘ladonía en cultivos resintetizados y el análisis subsecuente de los fenoles producidos por el
híbrido. No obstante, el flujo genético no pudo ser más que supuesto. Alternativamente, el análisis
de los zimogramas obtenidos mediante el uso de técnicas electroforéticas produce información
isozimática de la que deriva algún conocimiento evolutivo <Gottlieb, ¡977). De esta forma,
Fahselt (1987) encontró diferencias genéticas estudiando parámetros electroforéticos para
esterasas y fosfatasas alcalinas que podrían ser explicados mediante recombinación meiótica entre
bel polimórficos en una determinada población.
Varios sistemas enzimáticos han sido estudiados mediante isoelectroenfoque en geles de
poliacrilamida (Hageman y Fahselt, lQSów Killias el al 1988; Skultz el cii?, 1990) en orden a
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obtener información sobre variabilidad enzimática como una función de diferencias temporales
(Hageman y Fahselt, 1986a y b) y geográficas o climáticas (Fahselt, 1986). En relación con estas
últimas, se ha demostrado que el patrón de bandeo para una enzima particular puede ser único
para determinadas especies de liquenes (MacFarlane e, al., 1983; Kershaw el al,. 1983; Fahselt y
Hageman, 1983) mientras que se encontraba variabilidad suficientemente significativa entre
diferentes poblaciones de una sola especie de liquen geográficamente separadas (Hageman y
Fahselt, 1984, 1986a y b). Sin embargo, en ninguno de los casos descritos se ha investigado el
origen de las diferentes isoformas encontradas.
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OBJETIVOS
Estudiar la multiplicidad de la arginasa de Jgí’erma primas/rl y caracterizar a nivel
bioquímico las diferentes isofornias
Dada la relación biogenésica entre actividad arginasa y síntesis de fenoles, determinar el
papel efector de estas moléculas y si existe especificidad de forma.
Aclarar el anterior punto, estudiar los mecanismos de regulación de arginasa por los
fenoles a nivel de actividad y de estructura.
Determinar las pautas de ligamiento del efector a la isoforma y los cambios
conforniacionales que ello conlleve.
A la vista de los resultados obtenidos, tratar de construir una hipótesis coherente y
comprobable que relacione la funcionalidad bioquímica con su proyección fisiológica.
II.- MA TERJAL 1’ METODOS
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11.1.- MATERIAL VEGETAL
El material vegetal objeto del presente trabajo fue el lkíuen epifito l&i’ernia prunas/rí (L.)
Ach, recogido de la corteza de Quercus pyrenaiúa Lam. en Valsain (Segovia). Los talos, secos
en corriente de aire, se almacenaron en oscuridad a PC, hasta su utilización, durante un periodo
nunca superior a un mes. En la Figura 1 se muestra un ejemplar de esta especie.
11.2.- CONDICIONES DE INCUBACION
Muestras de 1,0 g de talo seco fueron sumergidas en 25 ml de disoluciones tamponadas
con Tris-HCI 0.1 M, pH 9,1 (Merck), conteniendo L-arginina 40 mM (Sigma Chem. Co.) o.
cuando se indique, cicloheximida 40 ~iM (Sigma Chem.Co,), y mantenidas en oscuridad a 260C
durante diferentes tiempos de incubación.
11.1— VALORACION DE LA ACTIVIDAD ARGINASA
La actividad arginasa se valoró mediante el método de Greenberg (1955), modificado por
Legazy Vicente(1980), incluyendo ureasa cristalina tipo 111 (Sigma Chem. Co.) en las mezclas de
reacción. Dichas mezclas contenían, en un volumen final de 3,0 mí: 10 gmoles <le tampón Tris-
HCI, pH 9, 1, para las muestras incubadas en L-arginina 40 mM o bien pH 6,5 para las muestras
que fueron incubadas en cicloheximida 40 pM; 0,5 jimoles de L-arginina; 7,5 pmoles de ácido
maléico; 5,0 ¡imoles de sulfato de manganeso; 33,8 mg de ureasa cristalina y 20,0 pg de proteína
liquénica.
Como control se Litilizaron las mismas mezclas de reacción en las cuales el sustrato
(L-arginina) era sustituido por igual volumen del tampón correspondiente.
La reacción se llevó a cabo a 300C y fue detenida tras 25 mm (tiempo determinado como
óptimo), mediante la adición de K
2C03 saturado. Después se dejaron transcurrir 2 h para
completar la difusión del amonio formado y posterior fijación sobre H2504 0,02 N, según el
método de microdifusión de Conway (1962).
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La valoración del amonio se llevó a cabo utilizando el reactivo de Nessler (Standard
Methods, 1955) midiendo el color desarrollado a 440 nm en un espectrofotómetro Zeiss PM-2.
La absorbancia así obtenida se transformó en jimoles de amonio mediante tina recta patrón
construida a partir de concentraciones crecientes de sulfato amónico químicamente puro.
Una unidad de actividad específica fue definida como 1.0 ¡imol de amonio producido por
mg de proteína y por minuto
11.4.- VALORACION DE PROTEíNAS
La valoración de proteínas, tanto en el extracto libre de células como en las distintas
fracciones del proceso de puriticación, se llevó a cabo mediante el método de Lowry et al. (1951).
El patrón fue en todos los casos seroalbúmina bovina de Sigma Chem.Co.
11.5.- PURIFICACION DE LAS ISOFORMAS DE ARCINASA
11.5.1.- Isoformas Iv II de ar~inasa
11.5 LI.- Obtención del extracto libre de células
Muestras de 50 g de talo seco se incubaron en 1 .250 ml de una disolución de L-arginina
40 mM. tamponada con Tris-HCI 10 mM, pH 9,1, durante 6 h, a 26’C en oscuridad.
Tras la incubación, los talos se lavaron con agua destilada y se secaron ligeramente con
papel de filtro, Después, se maceraron con acetona (15 ml por g de talo) durante 5 mm con objeto
de eliminar los fenoles corticales. Los homogeneizados fueron filtrados y los residuos se secaron
en corriente de aire. Una vez secos, fueron nuevamente macerados con tampón T’¡is-HCI lO mM,
pH 9,1 (12 ml por g de talo), conteniendo sulfato de manganeso 0,5 mM y ácido maléico 0.75
mM (Greenberg, 1955). Los homogeneizados se centrifugaron durante 20 mm a 24.000 x g en
una centriftiga Beckman J2-2 1 (rotor JA 21). Los sobrenadantes se recogieron y filtraron a través
de un filtro Millipore GS (0.22 ~tmde diámetro de poro>. La temperatura durante todo el proceso
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fue de 40C. El filtrado se utilizó como extracto libre de células y en él se valoró la actividad
arginasa y la cantidad de proteínas, de acuerdo a lo descrito en los apartados 11.3 y 11.4,
respectivamente,
11.5.1.2.- Precipitación con sulfato amónico
El extracto libre de células se precipitó con sulfato amónico a distintos porcentajes de
saturación, entre el 10% y el 95O/~ (p/v). El sobrenandante del 85% resultó contener la mayor
parte de la actividad arginasa. La sal se fue disolviendo en condiciones de agitación suave con
protección de hielo fundente, Una vez disuelta completamente, el extracto se mantuvo dos horas
más en agitación para, posteriormente, ser almacenado durante un período no inferior a 2 h. Por
último, se centrifugó durante 1 h a 43.000 X gv
El precipitado obtenido tras la centrifugación fue resuspendido en un volumen igual al del
sobrenadante. Ambas fracciones, sobrenadante y precipitado, se dializaron frente a tampón
Tris-HCI lO mM, pH 9, 1, renovando el baño cada 4 h hasta la completa eliminación de sulfato
amónico (72 h aproximadamente). La temperatura durante todo el proceso fue de 40C.
En los extractos dializados se valoró la actividad arginasa y la cantidad de proteínas
(apartados 11.3 y 11.4, respectivamente).
¡¡.5.1.3.- Adsorción sobre gel de fosfato cálcico
De las dos fracciones resultantes de la precipitación con sulfato amónico, se escogió el
sobrenadante, por contener la mayor actividad arginasa.
La proteína del dializado fue adsorbida sobre gel de fosfato cálcico (Legget-Bailey, 1967)
preparado en tampón Tris-HCI 10 mM, pH 9,1, en la proporción de 100 mg de gel seco por cada
mg de proteína del extracto, mediante agitación fuerte durante 2 h. Posteriormente se centrifugó a
12.000 >< g durante 7 mm. El precipitado de esta centrifugación, que contenía la mayor parte de
la proteína, era resuspendido, mediante agitación, en tampón Tris-HCI 0,02 M, pH 9, 1. Tras 1 h
de agitación, se dejaba reposar y después se centrifugaba, en las mismas condiciones, con objeto
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de desorber la proteína. El proceso se repitió sucesivas veces empleando molaridades crecientes
del mismo tampón (entre 0,04 M y 3,0 M), El sobrenadante de cada centrifugación era filtrado
por papel Whatman n0 1 y en él se valoraban tanto la actividad arginasa como la cantidad de
proteínas (apartados 11.3 y 11.4, respectivamente). La temperatura durante todo el proceso fue de
40C.
11.5.1.4.- Electroenfoque en columna
Las fracciones en las cuales se recuperó la mayor actividad arginasa fueron
electroenfocadas en una columna LKB 8100 de Pharmacia, El gradiente de pH se preparó con
anfolitas (Servalyte) al 1% (p/v) en un rango comprendido entre pH 3,5 y 10,0.
Para prevenir movimientos de convección no deseados o el mezclado de diferentes
fracciones de proteína próximas, el gradiente de pH se estabilizó con otro gradiente de densidad
de sacarosa. La muestra se introdujo al mismo tiempo que las disoluciones de llenado de la
columna, La temperatura fue de 40C y el voltaje aplicado de 1 .000 V durante 48 h, tiempo al cabo
del cual, la muestra estaba electroenfocada (carga neta 0).
Se recogieron fracciones de 2,0 ml que fueron filtradas a través de una columna de
Sephadex 0-25 (40 mm de longitud X lO mm d. i.) (Pharmacia) con objeto de eliminar las
anfolitas presentes en cada fracción, así como el exceso de sacarosa. En cada una de las
fracciones filtradas~ se midió el pH y el contenido de proteínas. Aquellas fracciones que contenían
proteína fueron dializadas frente a tampón Tris-HCI 0,1 M, pH 9,1, durante 24 h para eliminar los
restos de anfolitas y sacarosa que pudiesen quedar y, posteriormente, se valoré en ellas la
actividad arginasa y la cantidad de proteínas, según lo descrito en los apartados 11.3. y 11.4.,
respectivamente.
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1l.5.L- Isofornia 111 dc arginasa
11.5.2.1.- Obtención del extracto libre de células
Muestras de 50 g de talo seco se incubaron en 1.250 ml de una disolución de
cicloheximida 40 ¡iM. tamponada con Tris HCI- lo mM, pH 9.1, durante 16 h. a 260C en
oscuridad.
A partir de este momento, para la obtención del extracto libre de células se procedió de
igual manera a la descrita en el apartado 11.5,1.1.
11.5.2.2.- Precipitación con sulfato amónico
El extracto libre de células obtenido en el paso anterior, se precipitó con sulfato amonico a
distintos porcentajes de saturación, entre el 10% y el 95% (plv). El sobrenadante del 70% resultó
contener la mayor parte de la activadad arginasa. Para ello se procedió de forma idéntica a la
descrita en el apartado 11.5.1.2.. con la salvedad que el pH del tampón de diálisis fue de 6,5.
11.5.2.3.- Adsorción sobre gel de fosfato cálcico
El sobrenadante del sulfato amónico dializado, el cual contenía la mayor parte de la
actividad arginasa, fue utilizado para la adsorción de la proteína sobre gel de fosfato cálcico. El
procedimiento empleado fue idéntico al descrito en el apartado 11.5.1.3, En esta ocasión la
molaridad del tampón utilizada para desorber la proteína varió entre 0,02 M y 0,3 M.
11.5.24.- Electroenfoqee en columna
La fracción de la cual se desorbió la mayor actividad arginasa fue electroenfocada de
acuerdo a lo descrito en el apartado 11.5.1.4., con la salvedad que el pH del tampón de diálisis fue
de 6,5.
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11.53.- Isoforma IV de ar2inasa
11.5.3.1.- Obtención del extracto libre de células
Muestras de 50 g de talo seco se incubaron en 1.250 ml de una disolución de L-arginina
40 mM, tamponada con Tris-IICI lo mM, pH 9,1, durante 8 h. a 260C en oscuridad.
Al cabo de este tiempo se recogió el medio de incubación, se filtró a través de un filtro
Whatman n0 3 y se concentró a 300 ml. En este extracto se valoré la cantidad de proteínas y la
actividad arginasa. según lo descrito en los apartados ¡1.3 y 11.4, respectivamente.
11.5.3.2.- Precipitación con sulfato amónico
El filtrado obtenido fue precipitado con sulfato amónico a distintos porcentajes de
saturación, entre cl 10% y el 95% (p/v). El sobrenadante del 50% resulté contener la mayor parte
de la actividad arginasa. El procedimiento empleado fue el mismo que se describió en el apanado
11. 5. 1.2
11.5.3.3.- Adsorción sobre gel de fosfato cálcico
La fracción que contenía la actividad arginasa mayoritaria (sobrenadante) fue adsorbida
sobre gel de fosfato cálcico de acuerdo a lo descrito en el apartado 11.5.1.3. La molaridad del
tampón empleado en la desorción varió entre 0,02 M y 0,3 M.
¡15.3.4.- Electroenfoque en columna
El sobrenadante de mayor actividad arginasa, obtenido tras la desorción, fue
electroenfocado según lo descrito en el apartado 11.5,1.4.
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11.6.- DETERMINACION DEI PUNTO ISOELECTRICO
¡1.6].- Mediante electroenfogne en columna
El punto isoeléctrico de cada una de las isoformas (1, 11, III y IV) de arginasa se determinó
mediante un electroenfoque en columna, idéntico al descrito en el apartado 11.5.1.4.
11.6.2.- Mediante electroforesis caDilar
El punto isoeléctrico de las cuatro isoformas de arginasa, obtenido mediante eletroenfoque
en columna, fue corroborado en electroforesis capilar.
El equipo utilizado fue un Spectraphoresis 500 de Spectra Physics, equipado con un
integrador SP 4290 (Spectra Pliysics), bajo las siguientes condiciones de análisis:
i) Caracteristicas del capilar: Tubo de sílice fundida,
recubierto de poliimida.
• diámetro interno: 75 ¡im
• diámetro externo: 190 ¡im
u) Longitud del capilar hasta la ventana de detección: 60 cm
iii) Electrolito: tampón borato sódico 25 mM, pH 9,0 ó bien
tampón borato sódico 15 mM, llevado a pH 7,1 con ácido
fosfórico 14.7 M.
lv) Temperatura: 300C.
y) Voltaje aplicado: 17 kV ó 25 kV
vi) Detección: UV-ton column’ a 200 nm.
vii) Tipo de inyección: Hidrodinámica durante 9 s.
viii) Volumen de inyección: 36 nl.
Las muestras fueron dializadas frente a agua-HPLC (tridestilada y filtrada a través de
filtros Millipore GS de 0,22 pm de diámetro de poro), llevadas a sequedad en corriente de
nitrógeno y resuspendidas nuevamente en tampón Tris-HCI 10 mM, pH 9,0 ó 7,1. según se
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indique.
La determinación del punto isoeléctrico se llevó a cabo interpolando el valor obtenido de
movilidad electroforética (l’e) en una recta de calibrado construida con proteínas de punto
isoeléctrico conocido. Las proteínas utilizadas fueron: Mioglobina de caballo (pl 7,0), aldolasa de
conejo (pl 6,6), anhidrasa carbónica dc eritrocito de vaca (pl 5,9), alcohol deshidrogenasa de
levadura (pl 5,4) y tiroglobulina de vaca (pI 4,6) (todas ellas de Sigma Chem.Co.) y benzol (Carlo
Erba) como marcador neutro.
La movilidad electroforética viene definida como:
ye tj-i...~ en cm2 •s’~ y” - donde:
L longitud del capilar (cm)
t,,= tiempo de migración (s)
voltaje aplicado (V)
11.7.- ANALISIS DE AMINOACIDOS
Alícuotas (1 mi) de cada una de las cuatro isoformas de arginasa purificadas, se dializaron
frente a agua-HPLC durante 24 Ii con objeto de eliminar las sales procedentes del tampón en el
cual se hallaban disueltas. A continuación se liofilizaron y, después, se disolvieron en 0,2 ml de
HCI 6 N conteniendo fenol al O,í~ o (p/v) y 20 nmoEmh1 de nor-leucina como patrón interno. La
hidrólisis se llevó a cabo a l050C durante 24 h en ampollas herméticas (Gavilanes et al.. 1982).
Los hidrolizados se llevaron a sequedad, sometiéndolos después a dos lavados con 200 ¡il de agua
destilada, seguidos del correspondiente secado. Las muestras así obtenidas, fueron procesadas en
un analizador de aminoácidos Heckman System 6300 con un módulo de interfase analógica
(System GoId). La duración del análisis fue de 100 mm. Los residuos de Cys fueron determinados
como contenido en ácido cistéico, Para ello, antes de la hidrólisis, fue necesario oxidar la proteína
con ácido perfórmico (Hirs, 1967).
Para preparar el ácido perfórmico se tomaron cantidades de agua oxigenada de 30
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volúmenes y ácido fórmico al 99% (y/y) en proporción 1:9, manteniéndose esta mezcla a 250C
durante 2,5 h. Transcurrido este tiempo se mantuvo a -1 00C durante 15 mm como mínimo,
La oxidación de la proteína se llevó a cabo disolviéndola en ácido fórmico al 99%, a una
concentración de 10-30 mgmh1. Para una cantidad de proteína inferior a 0,1 mg, se utilizaban
12,5 ¡il de ácido fórmico. La disolución se mantenía en un baño de hielo. Por cada mg de proteína
se añadia una alícuota de lOO ¡u de ácido perfórmico preparado, manteniéndola a -1 00C durante
2,5 h.
Por último, se procedió a la eliminación del ácido por liofilización, para lo cual se diluía la
muestra, al menos, 25-30 veces con agua destilada.
Posteriormente, la proteína se sometió a hidrólisis ácida durante 24 h, en las condiciones
ya descritas,
El Trp fue determinado espectrofotométricamente de acuerdo con el método de Beaven y
Holiday (1952). Se preparó una disolución de proteína en NaOH 0,1 N, cuya absorción a 280 nm
estuviera comprendida entre 0,2 N y 0,5 N. Se determinó la absorbancia de esta disolución a
294,4 y a 280 nm, calculándose el contenido en Trp a partir de la ecuacion:
0,592 XZSns.4 —0,263 X&ao,o
MTyrIMTrp 0,263 XAnO.O —0,170 ><&9s.4
donde MTyr y MTrp son los moles de Tyr y Trp por mol de proteína, respectivamente. MTyr se
calculó a partir del análisis de aminoácidos de la proteína.
11.8.- DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LAS DIFERENTES
ISOFORMAS DE ARGINASA MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA RESOLUCION (HPLC)
El peso molecular de las diferentes isoformas se determinó mediante HPLC a partir de las
enzimas purificadas obtenidas por electroenfoque en columna. Las isoformas nativas 1, II, III y IV
de arginasa fueron desnaturalizadas con dodecil sulfato sádico, SDS (Sigma Chem.Co.) al 1%
41
(plv) en presencia de [3-mercaptoetanol (Fluka) al 2,50 o (p/v). Las muestras se mantuvieron en
agua hirviendo durante 5 mm y después se filtraron por filtros de 0,45 gm de diámetro de poro
(Alltech) antes de ser inyectadas en la columna cromatográfica. Mediante mecanismos de
I-IPLC-exclusión molecular también se determinaron los pesos moleculares de las isoformas de
arginasa tras cl ligamiento a los diferentes efectores. El equipo empleado fue un cromatógrafo de
líquidos Spectra Physics compuesto por una bomba de gradiente ternario 51> 8800. un detector
UV-Vis sp 8490 y un inyector Rheodyne 7125 acoplado a un integrador SP 4290 también de
Spectra Physics. Las condiciones de análisis fueron las siguientes:
a) Columna TSK gel G5000 PWXL (Supelco).
i> Partícula: gel de vinilo-polimérico.
u> Diámetro de poro: iOOo A.
iii) Diámetro de partícula: 10 ¡m.
iv) Configuración de la columna:
• diámetro interno: 7,8 mm.
• longitud: 300 mm.
- Presión: 7 bares.
- Fase móvil: Tampón Tris-RU 75 mM, pH 9,1 ó 6,5.
- Flujo: 0,3 nibminI
- Temperatura: Ambiente.
- Volumen de inyección: 10 ¡il.
- Detector: 11V a 280 nm.
b) Columna Zorbax GF-450 (Du Pont).
i) Partícula: sílice esférica,
u) Modificación de la superficie: Zirconio.
iii) Fase estacionaria ligada: monocapa hidrofilica de
tipo diol.
iv) Diámetro de poro: 300 A.
y) Diámetro de partícula: 6 pm.
vi) Configuración de la columna:
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• diámetro interno: 9,4 mm.
• longitud: 250 mm
Conectada en serie con la.
Columna: Zorbax GF-250 (Du Pont).
i> Particula: sílice esférica.
u) Modificación de la superficie: Zirconio.
iii) Fase estacionaria ligada: monocapa hidrofilica de
tipo dm1.
iv) Diámetro de poro: 150 A.
y) Diámetro de particula: 4-4,5 pm.
vi) Configuración de la columna:
• diámetro interno: 9,4 mm.
• longitud: 250 mm.
- Presión: 65 bares.
- Fase móvil: Tampón Tris-E-Rl 200 mM, pH 7,6 ó 9,1.
— Flujo’ 1 ¡nl mirr
- Temperatura: Ambiente.
- ‘volumen de inyección: 10 pl.
- l)etector: UV a 280 nm.
La configuración a) se utilizó en el análisis paralelo de los distintos pasos del proceso de
purificación y para determinar el peso molecular de la forma nativa de cada isoforma de arginasa.
La configuración b) se utilizó para determinar eJ peso molecular de las formas nativa y
desnaturalizada, También se empleó para calcular el peso molecular de los diferentes polímeros de
arginasa tras el ligamiento del fenol correspondiente. En los análisis de proteínas desnaturalizadas,
las columnas fueron equilibradas con fase móvil conteniendo SDS al 1% (plv).
El peso molecular se determinó interpolando el volumen relativo de elución obtenido
(Ve/Vo) en una recta de calibrado construida con proteínas de peso molecular conocido, Las
proteínas utilizadas fueron: Tiroglobulina de vaca (Mr%ÓO kDa); Apoferritina de bazo de caballo
(Mrz44O kDa); [3-amilasade batata (Mr~2OO kDa); Albúmina de huevo (Mr%7 kDa); Anhidrasa
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carbónica de eritrocito de vaca (Mr~<2O kDa) y Citocromo cdc corazón de vaca (M~ 12,4 kDa).
11.9.- CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA
¡1.9. 1.- Espectros de absorción ultravioleta
La obtención del espectro ultravioleta de las distintas isoformas (1, III y IV) de arginasa se
llevó a cabo cii cubetas de cuarzo de 10 mm de paso óptico (Starna Ltd.), empleándose un
espectrofotómetro Varian, modelo DMS 90. La determinación se realizó con una disolución de
proteína de 42, 37 y 25 pginh1 para las isoformas 1, III y IV. respectivamente, en tampón Tris-
HCI lO mM. pH 9,1, para las isoformas 1 y IV, y pH 6,5 para la isoforma 111. Las muestras se
filtraron a través de filtros de 0,45 ¡m de diámetro de poro. Para sustraer la absorción de tampón,
se realizó una corrección de la línea base del espectro.
[¡.9.2.- EsDectros de emisión de fluorescencia
Estas medidas se hicieron en un espectrofluorímetro Kontron, modelo SFM 25, equipado
con un tbtomultiplicador de referencia. El equipo poseía una lámpara de xenon, con una rendija
de emisión y excitación de lO y 15 nm, respectivamente. Las cubetas de cuarzo, de 5 caras
pulimentadas, eran de JO mm de paso óptico (Starna Ltd.). Los análisis se realizaron a
temperatura ambiente y la concentración de proteína fue dc 42, 37 y 25 pgmh1 para las
isoformas 1. III y IV, respectivamente, en tampón Tris-1-ICI lO mM, pH 9,1, para las isoformas 1 y
IV, y pH 6,5 para la isoforma III. Todas las muestras se filtraron a través de filtros de 0,45 ¡m de
diámetro de poro, como paso previo a la realización de los espectros. Para sustraer la
fluorescencia del tampón se realizó una corrección de línea base.
Los espectros se registraron empleando alternativamente como longitud de onda de
excitación 257. 275 y 295 nm. Para realizar el espectro simultáneo de emisión y excitación se
eligió un rango de longitudes de onda comprendido entre 410 y 285 nin para la emisión y entre
330 y 205 nm para la excitacion.
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ILIO.- VALOHACION DE FENOLES LIQUEN ICOS MEDIANTE IIPLC
11.10.1.- Extracción de Fenoles con diferentes mezclas de
disolventes or2ánicos
11.10.1.1.- A partir de talos
Muestras de 0,3 g de talo fueron incubadas en 7,5 ml de tampón Tris-HCI 10 mM. pH 9,1,
conteniendo L-arginina 40 mM o cicloheximida 40 ¡iM, a 260C en oscuridad. A diferentes
tiempos, las muestras fueron lavadas superficialmente durante 5 mm con 1 5 ml de acetona a
temperatura ambiente. La fase acetónica se filtró a través de papel Whatman n0 2, fue secada en
corriente de aire y el residuo seco se almacenó a -1 30C hasta su utilízacion.
Una vez eliminados los fenoles corticales, se procedió a extraer aquellos retenidos en el
talo mediante tres pasos. En primer lugar, los talos fueron macerados con 15 ml de éter
dietílico acetato de etilo (65:3 5, y/y) durante 15 mm. La fase orgánica se filtró a través de papel
Whatman n0 2 y se guardó. El residuo sólido se maceró con otros 15 ml de
cloroformo : acetonítrilo (60:40, y/y) durante 15 mm. La fase orgánica fue filtrada como la
anterior y guardada y el residuo sólido fue nuevamente macerado durante ¡5 mm con
cloroformo : acetonitrilo (60:40, y/y). La fase orgánica se filtró y guardó como las anteriores.
Este último residuo sólido se descartó y las fases orgánicas mezcladas se llevaron a sequedad en el
mismo tubo. El extracto orgánico seco se almacenó a -130C hasta su utilización.
1110.1.2.- A partir del medio de incubación
Los fenoles segregados al medio de incubación, procedentes de talos incubados en las
condiciones descritas en el apartado anterior, fueron extraídos mediante reparto con diferentes
mezclas de disolventes orgánicos de la manera que se describe a continuación,
A cada medio (entre 5 y 6 mí) , se añadieron 10 ml de éter dietílico : acetato de etilo
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(65:35. y/y) y después se agité fuertemente durante 30 s. La fase orgánica se recuperé y la fase
acuosa del medio se utilizó para una segunda extracción con 10 ml de clorotbrmo : acetonitrilo
(60:40, y/y). Después de otros 30 s de agitación fuerte, se recuperó la fase orgánica y los fenoles
remanentes en el medio fueron nuevamente extraídos con lO ml de cloroformo : acetonitrilo
(60:40, y/y). Las tres fases orgánicas se recogieron en el mismo tubo y se llevaron a sequedad
bajo corriente de aire El residuo orgánico seco se alínacenó a -130C hasta su utilización.
IL1O.1.3.- A partir del extracto libre de células
Para la valoración de los fenoles liquénicos presentes en los extractos libres de células
procedentes de talos y medios de incubación, fragmentos de talo de 0,3 g de peso seco se hicieron
flotar en los medios descritos en el apartado 11.2 durante diferentes tiempos. El tiempo de
incubación fue aquel donde existía la mayor actividad de cada isoforma de arginasa:
i) 6 h para las isoformas 1 y 11, recogiendo el talo.
it) 16 h para la isoforma 111, recogiendo el talo.
iii) 8 h para la isoforma IV, recogiendo el medio de incubación.
El extracto libre de células se obtuvo según lo descrito en los apartados 11,5.1.1, 11,5.2.1 y
11.5.3.1, respectivamente, tras haber eliminado los fenoles corticales de acuerdo con el apartado
11. lO. 1. 1. Los fenoles presentes en los extractos fueron extraídos mediante reparto en fases
orgánicas, según lo descrito en el apartado II.lO.l.2. Una vez eliminados los fenoles corticales, en
el talo todavía se pueden localizar fenoles extracelulares. Estos fenoles se encuentran cristalizados
sobre las paredes del micobionte y del fotobionte y pueden disolverse parcialmente en el proceso
de obtención del extracto libre de células. Con objeto de valorar la contribución aproximada de
los fenoles extracelulares a dicho extracto, se procedió a retirar los fenoles corticales (apartado
11.10.1.1); macerando ligeramente los talos a continuación con 5 ml de éter etílico: acetato de
etilo (65:35, y/y) durante 2 mm. La fase orgánica se filtré a través de papel Whatman n0 2 y se
guardó. El residuo sólido se lavé con 5 ml de cloroformo: acetonitrilo (60:40, y/y) durante 2 mm
y la fase orgánica fue filtrada como la anterior. Las dos fases fueron mezcladas y llevadas a
sequedad en el mismo tubo. El residuo sólido se utilizó para obtener un extracto libre de células
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según lo descrito en losapartados 11.5.1.1, 11.5.1.2.1 y 11.5.3.1, respectivamente.
En la Figura 2 se puede observar el diagrama de flujo explicativo del proceso de
extracción de los fenoles.
11.10.2.- Estabilidad de los fenoles en disoluciones acuosas
La estabilidad de los fenoles liquénicos en medios acuosos se estudió en disoluciones de
fenoles patrón comerciales: atranorina, ácido evérnico (Sigma Chem.Co.) y ácido úsnico
(Sarsintex) de concentración conocida; tamponados con Tris-HO 0,1 M, pH 9,1, o bien, pH 6,5.
Las disoluciones se mantuvieron en agitación constante 120 h en oscuridad a 260C. Durante este
tiempo, se tomaron alícuotas cada 24 h y en ellas se valoré la concentración remanente de fenol,
así como la de sus posibles productos de degradación, mediante HPLC.
OHC OH H,C OH
HO O CCC O COOCH.
H. CH.
Atranorina
OH CH.
14.C-.O O COO O COOH
CH. OH
Acido evérnico
Acido usnico
47
con 1 5 ml
eter etílico/acetato etilo
(65135, vA)
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Macerar i 5 mm
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<6(1/40. y/y)
Filtrar por Whatnnrn n’’2
Macerar 1 5 ¡mu
con 1 5 ml dc
clOr<>t<MTflO/aCCt<),1,tflIO
(60/4<). y/y)
Filtrar por Whatxnan n”2
tI tul éter etiicc¡aeetatoetilo
Agitar 3<)
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o tul clorIor¡no/
(611/40, vN)
Agitar 30
Rej>osar 3<) mio
lO ¡INI cIotoÍónuo/
accíota1 ri.I e
(6<1/40. NC/VI
Reposar 30 mm
Agitar 30
Fig. 2.- Diagrama de flujo de extracción de fenoles
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11.10.3.- Espectro de absorción ultravioleta de fenoles Iiauénicos
La obtención del espectro ultravioleta de las distintas isoformas (1, III y IV) de arginasa se
llevó a cabo en cubetas de cuarzo de 10 mm de paso óptico (Starna Ltd.), empleándose un
espectrofotómetro Varian DMS 90. La determinación se realizó empleando una concentración de
0,1 mg~mh1 de atranorina, ácido evérnico y ácido úsnico, disuelta en una mezcla de agua: ácido
acético (99:1, v/v)/acetonitrilo (70/30, y/y). Las muestras se filtraron a través de filtros de 0.45
gm de diámetro de poro. Para sustraer la absorción de la fase móvil se realizó una corrección de
la línea base del espectro.
11.10.4.- Valoración de fenoles lionénicos mediante IIPLC
El análisis y cuantificación de sustancias liquénicas se llevó a cabo mediante HPLC, en un
cromatógrafo de líquidos Varian 5060, equipado con un integrador Vista CDS 401 (Varian), bajo
las siguientes condiciones de análisis:
i) Columna: Fase reversa, Nucleosil 5C8 (Scharlau)
• Diámetro de partícula: 5 ~.tm.
• Dimensiones: longitud: 125 mm,
u diámetro interno: 4 mm.
u) Fase móvil: Agua-HPLC : ácido acético (99: l,v/v)
/acetonitrilo (30/70, y/y).
iii) Flujo: 0,7 mbínin1.
iv) Temperatura: 26’C.
y) Presión: 60 atm.
vi) I)etector: Uy; - de O a 2,6 mm a 270 nm.
- de 2,6 mm a lO mm a 280 nm.
UAFE: 0,002.
vii) Volumen de inyección: lO ~d.
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viii) Como patrón externo se utilizó ácido o-ftálico a una
concentración fija de 0,05 mgmh1, o el fenol que se
indique en cada caso (atranorina 0,02 mwmk1; ácido
evérnico 0,01 mgnik1).
La cuantificación de atranorina, ácido evérnico y ácido úsnico se llevó a cabo mediante la
interpolación de la respuesta del detector, en cuentas de área, en una recta de calibrado construida
con cada uno de los fenoles comerciales patrón indicados en el apartado 11.10.2.
¡LII.- CINETICA DE SATLJRACION EN AUSENCIA DE EFECTORES
El efecto de la concentración de sustrato (L-arginina) sobre las isoformas 1 (ya que las
isoformas 1 y II demostraron ser prácticamente iguales), III y IV de arginasa se estimó en
mezclas de reacción conteniendo enzima purificada y concentraciones crecientes de L-arginina
entre 1,0 y 9,0 mM, según la isoforma. Las mezclas de reacción, en un volumen final de 3 mi,
contenian: lO pmoles de tampón Tris-HCI (pH 9,1, para las muestras incubadas en L-arginina 40
mM o bien pH 6,5 para las ¡nuestras que fueron incubadas en cicloheximida 40 MM); 7,5 umoles
de ácido ¡naléico: 5,0 jamoles de sulfato de manganeso; 33,8 mg de ureasa cristalina; 20,0 ~.tgde
proteína liquénica y las siguientes concentraciones de sustrato:
- entre 0,5 y 3,5 pmol (isoforma 1)
entre 0.5 y 4,5 pmol (isoforma III)
- entre 0,5 y 4,5 pmol (isoforma IV)
Las mezclas se incubaron a 300C y la reacción fue detenida, tras 25 mm, mediante la
adición de K
2C03 a saturación. Después se dejaron transcurrir 2 h para completar la difusión del
amonio formado y posterior fijación sobre F12S04 0,02 N, según el método de microdifusión de
Conway (1962).
Como control se prepararon mezclas de reacción en las cuales el sustrato era sustituido
por igual volumen de tampón al pH correspondiente en cada caso. La valoración cuantitativa del
amonio resultante se estimé de idéntica manera a lo descrito en el apartado 11.3.
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11.12.- CINETICA DE SATURACION EN PRESENCIA DE EFECTORES:
ATRANORINA, ACIDO EVERNICO Y ACIDO tISNICO.
Para estudiar el efecto de la concentración de L-arginina sobre las isoformas 1. 111 y IV de
arginasa en presencia de los distintos efectores (a concentración fija) se incubaron mezclas de
reacción que contenían enzima purificado, efector y concentraciones variables de sustrato, Las
mezclas de reacción, en un volumen final de 3 mí, contenian: 5 gmoles de tampón Tris-1-ICI (pH
9,1 para las muestras incubadas en L-arginina 40 mM o bien pH 6,5 para las muestras incubadas
en cicloheximida 40 pM); 7,5 j.tmoles de ácido maléico; 5,0 gmoles de sulfato de manganeso;
33.8 mg de ureasa cristalina; 20,0 ~.tgde proteina liquénica y la concentración de efector que se
especifica en la Tabla 1:
TABLA 1
ISOFORMA DE
ARGIN AS A
EFEC TOR
ATRANORINA ACIDO
EVERNICO
ACIIDO USNICO
0,10* 0,39 0,52
III 0.57 1.17 1,41
IV 5,06 3,46 3,82
* umol dc elector cii la mezcla dc reaccion
de reacción en las cuales el elector era
para las isoformas 1 y IV ó bien pH 6,5
Como control se utilizaron las mismas mezclas
sustituido por 60 Mmoíes de tampón Tris-HCI, pH 9.1,
para la isoforma III.
Tras 20 mm de preincubación enzima-elector a 300C. se añadió el sustrato (L-arginina) en
el rango de concentraciones especificada en el punto II. II. de este mismo apartado. Las mezclas
se mantuvieron otros 25 mm a 300C y tras este tiempo se detuvo la reacción añadiendo K
2C03
saturado. La valoración cuantitativa del amonio resultante de la reacción se efectuó según lo
descrito en el apanado 11.3.
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1I.t3.- DETERNIINAC[ON DE LA CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN (Km) Y LA
VKLOCIDAD MAXIMA ~~‘maODE LAS DIFERENTES ISOFORMAS DE
ARGINASA
Para el cálculo de K1~ y ~nNaxse eligieron las siguientes representaciones gráficas:
TABLA II
REPRESENTACION
GRAFICA
ORDENADAS (y) ABSCISAS (x)
Michaelis-Menten y0 [sa]
Hanes [s0]/v0 [sa]
Eisenthal-
Cornish-Bowden
y
justificando, en cada caso, el empleo de una u otra.
La representación de Hill (log( )
~ y0
frente a log [so])se eligió, como primera
aproximación, para explicar la existencia de cooperatividad de las diferentes isoformas de
arginasa.
A partir de estas mismas representaciones gráficas se calcularon K~(ap) (1<¡u aparente, en
presencia del elector) y ví~ax(ap) (vniax aparente en presencia del efector).
11.14.- ESTUDIOS DE LIGAMIENTO
Con objeto de estimar la afinidad entre los distintos efectores (atranorina, ácido evérnico y
ácido úsnico) y la proteína (isoformas 1, III y IV de arginasa) se realizaron estudios de ligamiento
mediante el procedimiento clásico del equilibrio de diálisis,
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11.14.1.- Preparación de la membrana de diálisis
La membrana, de celulosa regenerada, suplementada en glicerol (Tubo Visking 27/32,
Serva), se cortó en trozos de 6,0 cm de diámetro y se calentó a 700C en agua destilada durante 1
hora. El proceso se repitió. Después se transfirió nuevamente a agua destilada y se mantuvo a
temperatura ambiente durante 10 h. Por último la membrana se dejó en tampón Tris-1-ICI 0,1 M,
pH 9,1 (para isoformas 1 y IV) o pH 6,5 (para la isoforma III) hasta su utilización (entre 20 y 24
11.14.2.- Células de diálisis
t.as células de diálisis, dos submitades (A y B) de metacrilato, se fabricaron
artesanalmente; admitiendo cada mitad exactamente 1,0 ml de volumen (Fig. 3). Ambas mitades
quedaron separadas por la membrana semipermeable y permanecieron herméticas, con objeto de
evitar alteraciones de volumen, una vez rellenas con la proteína y el ligando.
11.14.3.- Determinación del tiempo de equilibrio
Para determinar el tiempo de equilibrio se rellenaron las dos submitades (A y B) de las
células de diálisis con una disolución de concentración fija de proteína en A:
- 2.55 gM de isoforma ¡
- 1,42 gM de isoforma III
- 1.50 ~iMde isoforma IV
y la misma concentración de ligando (atranorina, ácido evérnico o ácido úsnico) en B. Se
prepararon 20 cámaras de la misma manera y éstas se pusieron en agitación lenta a temperatura
ambiente, recogiendo el ligando libre en equilibrio en las dos subcámaras tras 1-20 h en las
condiciones descritas. LI tiempo de equilibrio se definió como aquel después del cual la
concentración de ligando libre recuperado de ambas subeámaras era el mismo. Con objeto de
descartar la auto-asociación del ligando (atranorina, ácido evérnico o ácido úsnico) se determinó
el tiempo de equilibrio en ausencia de la proteína: en este caso la subcámara A se rellené con
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QL
Figura 3.- Representación gráfica del principio del equilibrio de
diálisis. En el medio se encuentra la membrana de
diálisis que es permeable al ligando. L (atranorina,
ácido evérnico y ácido úsnico) pero no a la proteína. P
(isoformas 1, III y IV de arginasa).
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tampón Tris-HCI 0,1 M, pH 9.1 o pH 6,5. El tiempo de equilibrio obtenido en estas condiciones
no difirió en más de una hora respecto al calculado en las otras condiciones.
La extracción del fenol se llevó a cabo según lo descrito en el apartado 11.10.1.3.,
valorándolo cuantitativamente mediante HPLC (apartado 11.9.3.).
11.14.4.- Cálculo del li2ando unido
Para cada subcámara A (subcámara de la proteína) y B (subcámara del ligando) se
realizaron los siguientes cálculos:
a) Subcámara de la proteína (A):
• Pt moles totales de proteína (la indicada en el apartado
11.14.3>
• ¡U concentración de ligando libre en equilibrio
• Vt[LI moles totales de ligando libre en ambas
subeámaras (el mismo en A y 8)
• L~ = moles de ligando unido a la proteina
Lt - Vt[LI
• r ~‘r moles de ligando unido por mol de proteina
b) Subcámara del ligando (B):
• [Lii concentración inicial del ligando en su
compartimento (FIM)
• Lt moles totales de ligando en su compartimento
• [U] concentración de ligando libre en equilibrio
• V< volumen total de la subcámara (1 mí)
Vt[LI moles totales de ligando libre en ambas
subcámaras (el mismo en A y B)
La preparación de concentraciones crecientes de ligando total requiere especial atención
ya que la solubilidad de los fenoles en disoluciones acuosas es muy baja y se puede correr el
riesgo de precipitación no deseada durante el equilibrio de diálisis. En el diagrama de flujo
55
siguiente se explica el proceso seguido de forma detallada.
Preparación de concentraciones crecientes de ligando total:
conccííg raciones crecientes dc ligando en disoluciones lamponadas con iris—! ¡CI. (P~
0 1 para isobitHa II e ¡t4Oléi’tlltt IV o pI1 6,5 para isolérma iii de argínasa 1
Agitación en oscuridad
a teníperní ura ambiente
durairle 24 o 48 Ir
1~
ii Itraci6,, a través de
ti ¡ (ros 0.45 k’ nl (dii meir dc polo)
1 ________________________________________________
1 uveccion dc 1) o~
cii sistema HPI .C
4/
Scí
U t>iflali vái’ica
(‘ter apartado u .104>
1~
(1 IANiiI”It/AUION
SL
4rtcc,ow pa reparto en
fase or5anie¡I
~a ¡panado ¡¡101.2)
4/
Secado fase orgánica en
caí rl crile dc a i rc
51/
Resuspeo sión del ~ din, ci’ 0.2 mi
de firse mdvii agoa-Iii’I.C ácido acético
(0<) i x) ~‘cctoníiríIo(30/70. y)
4/
1,í”eceióri de ~0<¡í¡ii en
sistema ¡¡PI (1
4/
Separación ci’oniatográiica
ver apartado 11.10.4)
4/
CIJANTIIICACJON
2
a citan) iiica ci60 sin extracción previa da íes’’ 1 tados alea) orios a tí ‘e la haíída cnanalogró fl ca es dc ira (tira le/a
di st in la a la fase mdxii empleada ci el proceso de sqarac ón.
2 (‘¡í~mniític,ícióíí t<>t’iet’tíi
56
I.a cuantificación del ligando total ha de ser un paso previo al equilibrio de diálisis
y. en función del rendimiento obtenido en el proceso de preparación, calcular la concentración
inicial de ligando que estará en contacto con la proteína durante el proceso de ligamiento,
Transcurrido el tiempo necesario para la obtención de concentraciones iguales de ligando
libre (equilibrio) en las dos subcámaras (ver apartado 11,14.3), el proceso se detuvo extrayendo el
ligando libre de las subcámaras A y B y la proteina con ligando unido (en el caso que se indique)
de la subcámara A.
La extracción del ligando libre se realizó mediante reparto en fase orgánica (apartado
11.10.1.2> cuantificándolo por I-IPLC mediante interpolación del número de cuentas de área en la
recta de calibrado correspondiente.
La disolución conteniendo proteína con ligando unido se llevó a sequedad en corriente de
nitrógeno. El residuo seco se resuspendió en agua-HPLC (agua utilizada en la preparación de la
fase móvil para cromatografla de exclusión molecular) y se inyectó en la columna. cromatográfica
(configuración (b) del apartado 11.8 de Material y Métodos). El volumen de elución relativo de los
diferentes picos obtenidos se interpolé en la recta de calibrado correspondiente a las columnas
diol GF450-6F250 con objeto de calcular su peso molecular (Mr).
11.14.5.- Representaciones ilráficas de los datos de li2amiento
La gráfica de saturación se obtuvo representando los moles totales de ligando unido (Lp)
frente al ligando total (Lt), obteniéndose una hipérbola.
Con objeto de estimar la respuesta biológica de la proteína al ligando elector, se eligieron
las siguientes representaciones gráficas (Tabla III), una vez alcanzada la correspondientc
saturación isoforma de arginasa/fenol.
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TABLA III
REPRFSENTAC ION
GRÁFICA
ORDENADAS (y) ABSCISAS (x)
Dobles-inversas r [U 1
Logarítmica r log IL)
Scatchard rI[LJ y
El número de sitios de unión por molécula de proteína (n) se estimó como la inversa del
punto de corte con el eje de ordenadas en la representación de dobles inversas (Klotz y Hunston,
1971)
11.14.6.- Análisis estadísticos y proceso de datos
Con el conjunto de los valores obtenidos (n=3) para los diferentes ensayos, se calculó la
media aritmética (valor representado o dato numérico) y la desviación típica (indicada mediante
una barra para cada valor en las representaciones gráficas o por números en las tablas). El
coeficiente de variación media obtenida resultó ser 8,6% (oscilando entre valores del 1% y 20%).
Se procedio a estudiar la significación de los datos (nivel de significación del 95%)
mediante análisis de varianza o test de Newman-Keuls (paquete estadístico Kiwikstat 1.0, para
ordenadores IBM AT)
El ajuste de rectas fue realizado por el método de mínimos cuadrados. Se aplicó el test de
Student para comprobar que las pendientes eran significativamente diferentes.
Hl.- RESULTADOS
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111.1.- I’URIFICACION Y CARACTERIZACION DE LAS DIFERENí’ES ISOFORMAS
DE ARGINASA
En este bloque se presentan las Figuras 4 a 24 y las
Tablas ¡VaX
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Se detallarán en primer lugar las características particulares de cada isoforma y después se
analizarán las cualidades espectrofotométricas y espectrofluorimétricas de todas ellas en conjunto.
111.1 ~1.-Purificación y caracterización de las isoI’ormas 1 y II de arainasa
Las isoformas 1 y II de arginasa han sido purificadas a partir de extractos libres de células
procedentes de talo de I’i. prunastrí tras su incubación en disoluciones tamponadas de L-arginina.
40 mM durante 6 h en oscuridad (apartado ¡¡.5 1.>. En la Tabla IV se muestran los resultados
obtenidos.
El extracto libre de células, concentrado a 150 ml de volumen, se precipitó con sulfato
amónico a distintos porcentajes de saturación; el sobrenadante correspondiente al 85% (p/v)
resultó contener la mayor actividad arginasa. Dicho sobrenadante se adsorbió sobre gel de fosfato
cálcico, eluyendo del mismo las isoformas 1 y LI con tampón Iris-HCI, pH 9,1, de molaridades 0,1
M y 2,0 M, respectivamente. Cada una de estas fracciones se concentró y fue electroenfocada,
como último paso en el proceso de purificación. Las isoformas 1 y II de arginasa fueron
purificadas 148 y 359 veces, con rendimientos del 4,5% y 1,80 o, respectivamente. Las fracciones
obtenidas del eiectroenfoque en columna se emplearon como fuente de proteína pura para los
estudios de caracterización cinética posterior.
El proceso de purificación se analizó de forma paralela en HPLC-exclusión molecular en
una columna TSK (1-5000 PWXL. La Figura 4 A-D muestra los resultados obtenidos. El
cromatograma correspondiente al extracto libre de células muestra 4 picos mayoritarios, los
cuales no se corresponden con proteína pura por la mera observación de su asimetría. El pico que
eluye a 31,54 mm representa la arginasa contaminada con otras proteínas. En la Figura 4 C y 4 D
se representan los cromatogramas procedentes de las arginasas 1 y II obtenidas tras desorción con
Tris-HCI 0,1 M y 2,0 M, pH 9,], respectivamente, del gel de fosfato cálcico. En C, los 3 picos
que eluyen tras 32 mm corresponden al tampón, el cual presenta una fuerte absorción a 280 nm
debido a su grupo amino (pK Tris = 8,1). Tras diálisis frente a agua-HPLC durante 2 h, no se
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observan estos picos~; fenómeno que viene representado en la Figura 4 D. Los picos mayoritarios
en las Figuras 4 U y 4 1) representan el 99,9% y 99.000, respectivamente, de proteína inyectada.
IIJ.LI.l.- Determinación del punto isoeléctrico
El punto isoeléctrico (pl) de las isoformas 1 y II de arginasa fl~e determinado mediante
electroenfoque en columna y corroborado por electroforesis capilar.
En la Figura 5 se representa el electroenfoque correspondiente a la isoforma 1. De las dos
fracciones, cuya concentración de proteina fue superior a 10,0 ~igmL1, sólo aquella eluida a pH
5,86 presentaba actividad arginasa (112,9 unidades>. El pl de la isoforma ide arginasa es de 5,86.
El punto isoeléctrico de la isoforma 11 de arginasa es de 5,8, ya que a este pH eluye el
único pico con actividad arginasa (275,4 unidades) (Fig. 6).
La estimación del punto isoeléctrico mediante electroforesis capilar (FC) presenta la
ventaja, sobre el electroenfoque en columna convencional, de una muy superior eficacia (5.500
platos teóricos para el pico de la isoforma 1 de arginasa en FC frente a 15,0 platos teóricos en
electroenfoque en columna para el mismo pico) Por otro lado, al ser los picos tan eficaces es
posible separar proteinas de pí muy similar con una gran resolución. Sin embargo, la FC tiene la
desventaja de, al ser una técnica de microanálisis, admitir pequeños volúmenes y bajas.
concentraciones de muestra (volúmenes de inyección 36 nl) a inyectar en el capilar. El problema
se soslaya en parte empleando capilares de sílice de mayor diámetro interno, pero en éstos, la
disipación del calor producido por el efecto Joule es más dificil, requiriendo el aparato un mejor
sistema de refrigeración. En la Figura 7 A y B se representan los esquemas de capilares de sílice
fundido recubierto de poliimida con distinto diámetro interno, 75 y 50 um empleados en la
valoración de! pl de las isoformas de arginasa. A la vista de los electroforegramas de ambos
capilares, se eligió el capilar de sílice de 75 gm de diámetro interno con un recubrimiento externo
de 60 ~m de poliimida y una longitud de 60 cm (Fug. 7A). La vida media de utilización del capilar
es función de n1uchas variables: fuerza iónica del tampón empleado como electrolito, temperatura
y voltaje aplicados, naturaleza de la muestra, etc. Por ello, es conveniente evaluar e! estado del
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capilar tras varios análisis con objeto de comprobar si sus características estructurales son las
iniciales. Al microscopio óptico se pueden observar las posibles alteraciones. En la Figura 8 se
representan algunas de ellas, donde la situación más grave (Ng. 8 1) es la ruptura del tubo interno
que ocasiona una interrupción automática de flujo, hecho que ocurre con más frecuencia en
capilares de 50 im (Ng. 7 B). La vida media de uso se estimó en aproximadamente lOO
inyecciones en los capilares de 75 ~m donde el diámetro total, contabilizado el recubrimiento
externo es de 190 M~
En la Figura 9 A se representa el electroforegrama correspondiente a la isoforma 1 de
arginasa obtenido a 300C y 25 kV de voltaje aplicado, empleando como electrolito tampón borato
sódico 15 mnMlácido fosfórico; pH 7,1. La arginasa ¡ eluye en estas condiciones a 6,85 mm con
carga negativa. Cuando el electrolito empleado es tampón borato sódico 25 mM, pH 9,0, a 300<?
y 17 kV de voltaje aplicado, la isoforma 1 eluye a 11,16 mm, con carga negativa también (Fig. 9
B).
El tiempo de retención se transformó en movilidad electroforética (Me ) según lo descrito
en el apartado 11.6.2 de Material y Métodos. La interpolación de Me en Ja correspondiente recta
de calibrado (Fig. ¡O A. a pH 7,1 y Fig. 10 B a pH 9,0) construida con proteínas de punto
isoeléctrico conocido dio valores de pl 5,3 y pl 4,5, respectivamente. El valor medio,.
pI 4,9, se eligió corno punto isoeléctrico determinado en electroforesis capilar.
La concentración de isoforma de arginasa 11 no fue suficiente como para deducir su pl en
FC ya que, como se ha comentado anteriormente, el volumen de inyección que admite el capilar
es muy pequeño y la concentración de proteína en ese volumen no era suficiente para detectar
pico significativo de altura superior a la relación señal/ruido del detector, No obstante, los
mejores electroforegramas obtenidos indicarian un pl alrededor de 5,0.
111.1.1.2.- Composición de aminoácidos
La composición de aminoácidos de las isoformas 1 y II de arginasa se estimó a partir de las
fracciones del electroenfoque en columna, mediante el análisis de los productos obtenidos por
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hidrólisis ácida a 24 h. Los resultados se recogen en la Tabla V. Las dos isoformas poseen una
composición semejante, ya que el porcentaje de moles de la mayoria de los aminoácidos es
similar. Las mayores diferencias se encuentran en Ser, Glx, Gly, Leu y ~1yr.El porcentaje de
moles más elevado corresponde a los restos ácidos, Asx y Clx, que representan el 11,4 y el
16,6%, respectivamente, en la isoforma de arginasa 1 y el 10,4 y 11,7%, respectivamente, en la
isoforma II.
Otro aspecto a destacar de la composición de aminoácidos es la elevada proporción de
residuos con grupos polares, Ser y Gly, los cuales representan el ¡0,4% y 15,6%,
respectivamente, en la isot’orma 1 y el 6,5% y 11,7%, respectivamente, en la isoforma 11. La Cys
representa el 1,3% y 1,9%, respectivamente, en las isoformas 1 y 11. El número de residuos de l’rp
por cadena polipeptidica es de 1 en la isoforma 1 y de 3 en la isoforma II.
111.1.1.3.- Determinación del peso molecular
El peso molecular de las isoformas 1 y ¡1 de arginasa nativas fue estimado mediante
exclusión molecular en HPLC utilizando dos tipos de columnas: a) una columna TSK G5000
PWXL y b) dos columnas en serie Zorbax-diol, según la configuración y condiciones de análisis
descritas en el apartado 11.8 de Material y Métodos. El peso molecular de las isoformas
desnaturalizadas con SDS al 1% (p/v) fue calculado utilizando sólo la configuración b)
equilibrando la columna con SDS al 1% (p/v). Las figuras II y 12 muestran los cromatogramas
de proteínas patrón de peso molecular conocido separadas en las columnas [SK a) y Zorbax-diol
b), respectivamente.
La columna 15K G5000 PWXL proporciona una mayor retención que las columnas
Zorbax-diol GF450-GF2SO, ya que la tiroglobulina (Mr6ÓO kDa) eluye a 22,5 mm y el
citocromo c (Mr 12,4 kDa) a 33,4 mm (Fig. II). Entre ambas proteínas, el tiempo de retención
es de 11,0 mm. Las mismas proteínas, tiroglobulina y citocromo c, eluyen a 14,3 mm y 23,3 mm,
respectivamente, en las columnas Zorbax-diol, lo cual indica que el tiempo de retención entre
ambas es de 9.0 mm (Fig. 12). Sin embargo, la eficacia de los picos es mayor en las columnas con
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fase estacionaria de tipo diol, según se deduce del número de platos teóricos calculado para cada
columna (tabla VI).
Las fracciones del electroenfoque correspondientes a las isoformas 1 y II de arginasa
(Tabla IV y Figs. 5 y 6), fueron dializadas en agua-1-IPLC durante 2 h y después concentradas.
Las formas de arginasa nativa y la desnaturalizada con SDS al 1% (p/v) se inyectaron en las
columnas correspondientes. según lo descrito anteriormente. En la Figura 13 se muestran los
resultados obtenidos en las columnas Zorbax-diol 0F450-GF250. El pico mayoritario de SDS al
10/o (p/v) eluye a ¡4,4 mm, ya que forma una especie de lagregado micela? de elevado peso
molecular en la fase móvil (Fig. 13 A). La isoforma 1 de arginasa eluye tanto nativa (Hg. 13 B)
como desnaturalizada (Fig. 13 U) a 21,9 mm; los tres picos que eluyen antes que la proteína
corresponden a los distintos grados de agregación de la micela de SDS. El tiempo de retención de
la isoforma ¡1 de arginasa, tanto nativa como desnaturalizada, fue de 22,2 mm.
La interpolación de los valores del volumen de retención relativo de la isoforma 1 de
arginasa nativa (1,89> y de la isoforma 11 de arginasa nativa (1,91). obtenidos en la columna TSK
y los obtenidos en las columnas Zorbax-diol (1,77 y 1,79, respectivamente), en las rectas de
calibrado correspondientes (Figs. 14 A y 13, respectivamente>, permitió estimar el peso molecular
de las isoformas 1 y 11 de arginasa en 18,0 kDa y 16,0 kDa, respectivamente. Los volúmenes de
retención relativos de las isoformas 1 y U desnaturalizadas con SDS, obtenidas en las columnas
Zorbax-diol, fueron los mismos que los de las formas nativas. Las isoformas 1 y II de arginasa
están compuestas de una sola subunidad, según se deduce de su tratamiento con SDS.
111.1.2.- Purificación y caracterización de la isoforma III de arainasa
La isoforma III de arginasa tite purificada a partir de extractos libres de células
procedentes de talos de E. prunastrí tras su incubación en disoluciones tamponadas de
cicloheximida 40 MM durante 16 h en oscuridad (apartado 11.5.2.>. En la Fabla VII se muestran
los resultados obtenidos.
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El extracto libre de células se concentró a 150 ml y se sometió a fraccionamiento con
diferentes porcentajes (p/v) de sulfato amónico, La mayor actividad arginasa se obtuvo en el
sobrenadante correspondiente al 70% (p/v) de saturación de la sal. Dicho sobrenadante se
adsorbió sobre gel de fosfato cálcico, eluyendo del mismo la mayor actividad arginasa con tampon
‘Iris-HUí 0, 1 6 M, pH 6,5 Esta fracción se concentró y fue electroenfocada en columna, como
último paso en el proceso de purificación. Del electroenfoque se obtuvieron dos fracciones con
actividad arginasa; una de ellas con actividad específica de 66,1 unidades y la otra con 11,2
unidades. A partir de este momento, se eligió la fracción de mayor actividad arginasa, a la cual se
denominó isoforma 111, para análisis posteriores. La isoforma III de arginasa se ha purificado 259
veces con un rendimiento del 2%.
Los distintos pasos del proceso de purificación fueron analizados paralelamente mediante
HPLC en una columna de exclusión molecular TSK 05000 PWXL. La Figura 15 A-U muestra los
resultados obtenidos. Los cromatogramas correspondientes al extracto libre de células (Fig. 15 A)
y al sobrenadante de sulfato amónico al 70% (p/v) (Fig. 15 13) muestran diferentes picos
correspondientes a distintas proteínas. En la Figura 15 C se muestra un pico mayoritario, el cual
representa el 95% aproximadamente, que eluye a 28,5 mm y corresponde a la isoforma [11de
arginasa; el pico que eluye a 38 mm corresponde al tampón contenido en la muestra.
111.1.2±-Determinación del punto isoeléctrico
El punto isoeléctrico (pl) de la isoforma III de arginasa fue determinado mediante
electroenfoque en columna y corroborado por EC.
En la Figura 16 se representa el electroenfoque de la fracción de arginasa de 66,1 unidades
de actividad obtenida tras desorción con tampón “l’ris-HCI 0,16 M, pH 6,5 del gel de fosfato
cálcico. Como puede observarse, se detectan tres fracciones cuya concentración de proteína oscila
entre 25,0 y 60,0 ~gmh1, pero sólo dos de ellas presentan actividad arginasa (66,1 unidades la
que eluye a pH 6,18 y 11,2 unidades la que eluye a pH 4,68). El valor de pH al que eluye la
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fracción con mayor actividad arginasa fue estimado como pl de la isoforma 111 de arginasa (pl
— 6 18).
En la Figura 1 7 A y 13 se representan los electroforegramas correspondientes a la isoforma
111 de arginasa utilizando capilares de 75 pm de diámetro interno (Fig. 7 A), Cuando el electrolito
empleado es tampón borato sódico 15 mM/ácido fosfórico, pH 7.1, Ja temperatura 300C y el
voltaje 25 kV, la arginasa eluye a 6,33 mm (Fig. 17 A), lo que demuestra que está cargada
negativamente. Si el electrolito empleado como fase móvil es tampón borato sádico 25 mM, pH
9,0, a 300C y aplicando 17kV. el pico de arginasa eiuye a 10,33 mm (Hg. 1713). lo cual vuelve a
indicar que está cargada negativamente.
Los tiempos de retención, 6,33 mm y 10,33 mm se transformaron en Me’ en función de las
dimensiones del capilar (apartado 11.6.2 de Material y Métodos). La interpolación de la movilidad
electroforética en la correspondiente recta de calibrado a pH 7,1 (Fig. 18 A) y pH 9,0 (Fig. 18 B)
permite deducir un valor medio dep1 entre 5,0 (con electrolito a pH 7,1) y 5,7 (con electrolito a
pH 9,0). El valor de pl de la isoforma 111 de arginasa, detenninado mediante EC es de 5,35.
111.1.2.2.- Composición de aminoácidos
La composición de aminoácidos de la isoforma 111 de arginasa se estimó a partir de la
fracción del electroenfoque en columna que contenía mayor actividad (66,1 unidades), mediante el
análisis de los productos obtenidos por hidrólisis ácida a 24 h. Los resultados obtenidos se
recogen en la Tabla VIII. La enzima es rica en aminoácidos con grupos no polares, como son Ala
(~o moles 8,7), Val (% moles = 6,6) y Leu (% moles = 7,2), aminoácidos, por otra parte, típicos
de pre-proteina. La isoforma III de arginasa presenta menor proporción de residuos ácidos, Asx y
Glx, que las isoformas 1 y II. El contenido en Ser (6,6%) y Gly (11,2%) también es elevado
respecto a otros aminoácidos. La Cys representa el 2,7% del total. El número de residuos de ‘Frp
por cadena polipeptídica es de 9.
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111.1.2.1- Determinación del peso molecular
El peso molecula.r de la isoforma III de arginasa fue estimado mediante HPLC-exclusión
molecular utilizando dos tipos de columnas: a> una columna 15K G5000 PWXL y b) dos
columnas en serie Zorbax-diol GF450-GF250, según la configuración y condiciones de análisis
descritas en el apartado 11.8 de Material y Métodos. El peso molecular de la isoforma 111
desnaturalizada con SDS al 1% (p/v) tite calculado utilizando sólo la configuración b)..
equilibrando la columna con SDS al 1% (p/v).
La fracción del electroenfoque (Tabla VII y Fig. 16) de mayor actividad arginasa,
correspondiente a la isoforma 111, fue dializada frente a agua-HPLC durante 2 h y después
concentrada. La forma nativa y la enzima desnaturalizada con SDS al 1% (p/v) se inyectaron en
los dos sistemas de columnas descritos anteriormente. La interpolación del valor del volumen de
retención relativo de la arginasa nativa (1,71), obtenido en la columna 15K y el obtenido en las
columnas Zorbax-diol (1,70) en las rectas de calibrado correspondientes (Figuras 19 A y 13,
respectivamente), permitió estimar el peso molecular de la isoforma ¡U de arginasa en,
aproximadamente, 26.0 kDa. El peso molecular deducido de cada columna difiere en — 1,0 RDa.
El volumen de retención relativo de la isoforma III desnaturalizada con SDS, obtenido en las
columnas Zorbax-diol, fue el mismo que el de la forma nativa (1,68). La isoforma III de arginasa
está compuesta de una sola subunidad, según se deduce de su tratamiento con 51)5.
111.13.- Purificación y caracterización de la isoforma IV de ar2inasa
La isoforma IV de arginasa fue purificada a partir de extractos libres de células
procedentes de los medios de incubación de talos sumergidos en disoluciones tamponadas de
L-arginina 40 mM durante 8 h en oscuridad (apanado 11.5,3. de Material y Métodos). En la Tabla
IX se muestran los resultados obtenidos.
El extracto libre de células se concentró a 310 ml y se sometió a fraccionamiento con
sulfato amónico de diferente porcentaje de saturación, entre el 10% y el 95% (p/v). La mayor
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actividad arginasa se observó en el sobrenadante correspondiente al 50% (p/v) de saturación de la
sal. Dicho sobrenadante se adsorbió sobre gel de fosfato cálcico, eluyendo del mismo la mayor
actividad arginasa con tampón Tris-HCI 0,14 M, pH 9,1. Esta fracción se concentró y fue
electroenfocada en columna, como último paso en el proceso de purificación. Del electroenfoque
en columna se obtuvieron tres fracciones con actividad arginasa: una de 26,2 unidades, otra de
9.6 unidades y otra dc 123.2 unidades. A partir de este punto, se eligió la Iraecion de mayor
actividad específica < 2 ~. 2 unidades). a la ctiaí se denomino isotornia l\ de an.zi nasa, ~nn~
íoí es =tna¡isís l)iclia aI’u¡nasa La sido purificada Oíd veces con un ¡endi m¡eíito del 5 (¡‘o.
aproximadamente
Los distintos pasos del proceso de purificación fueron analizados paralelamente mediante
HPLC en una columna de exclusión molecular TSK 65000 PWXL. La Figura 20 A-D muestra
los resultados obtenidos, Los cromatogramas correspondientes al extracto libre de células (Fig. 20
A) y al sobrenadante del 50% (p/v) de saturación de sulfato amónico (Fig. 20 13) muestran un
mayor número de picos que en las Figuras 4 A-B y 15 A-E, correspondientes a las isoformas ¡ y
III de arginasa, lo cual indicaría una gran secreción de proteinas al medio de incubación. En la
Figura 1 5 U se ¡nuestra el cromatograma correspondiente a la fracción de arginasa desorbida con
tampón Iris-HCI 0,14 M. pH 9,1, del gel de fosfato cálcico. En este caso, a diferencia de las
anteriores purificaciones, la pureza de esta fracción no es tan grande, ya que se pueden apreciar
claramente tres picos de tiempos de retención a 26,8, 29,55 y 29,85 mm, respectivamente, con
actividad arginasa. I’ras el electroenfoque, logra obtenerse la proteina pura, como demuestra el
cromatograma de la Figura 20 D, donde el pico en solitario que eluye a 29,85 mm representa el
99,9% frente al 32% del pico que eluye al mismo tiempo en la Fig. 20 C.
111.1.3.1.- Determinación del punto isoeléctrico
El punto isoeléctrico (pl) de la isoforma IV de arginasa fue determinado mediante
electroenfoque en columna y corroborado por EC.
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En la Figura 2 1 se representa el electroenfoque de la fracción de arginasa de 68,9 unidades
de actividad <Tabla IX) obtenido tras desorción con tampón Tris-HUí 0,14 M, pH 9,1, del gel de
fosfato cálcico. Corno puede observarse, se obtienen tres fracciones de 26,2, 9,6 y 123,2 unidades
de actividad, cuya concentración de proteina oscila entre 25 y 65 ~gmh1. Estas tres fracciones
eluyen a pJ-l 8,3, 7.9 y 5,6, respectivamente. La fracción correspondiente a pH 5,6. valor que se
asimiló al pl, que presentaba la mayor activ¡dad arginasa. fue denominada isoforma IV.
eIl1j)leaiRh ise para los analisis poste! ioí’es
¡ 1 l:ís 1’ í~tíí as 1? A ~ [3 se representan los eleclroforegi’amas correspondientes a la
isoforma IV de arginasa utilizando capilares de 75 ~m de diámetro interno (Fig. 7 A). Cuando el
electrolito empleado corno fase móvil es tampón borato sódico [5 mM/ácido fosfórico, pR 7,1, a
30<’U y aplicando 25 kV de voltaje, la isoforma IV de arginasa eluye a 7,6 mm (Fig. 22 A), lo que
demuestra que está cargada negativamente. Si el electrolito utilizado es tampón borato sódico 25
mM, pH 9,0. a 3O~’C y con un voltaje de 17 kV, el pico de arginasa aparece a ¡0,5 mm (Fig. 22
13), lo que corrobora su carga negativa.
Los tiempos de retención, 7,6 mm y 10,5 mm, se transformaron en Me (apartado 11.6.2 de
Material y Métodos). La interpolación de la movilidad electroforética en la recta de calibrado a
pH 7,1 (Hg. 23 A) ya pH 9,0 (Hg. 23 13) permite determinar un valor de pl, en ambos casos, de
4,8 para la isotbrma IV de arginasa.
IILI.3.2.- Composición de aminoácidos
La composición de aminoácidos de la isoforma IV de arginasa se calculó a partir de la
fracción del electroenfoque en columna que poseía la mayor actividad (123,2 unidades), mediante
el análisis de los productos obtenidos por hidrólisis ácida a 24 h. Los resultados obtenidos se
recogen en la ‘Fabla X. La isoforma IV de arginasa es rica en aminoácidos ácidos, Glx y Asx, los
cuales representan el 14,9% y 11,6%, respectivamente, del contenido total. También presenta una
alta proporción de Ser (9,8%) y Gly (15,4%). Un aspecto a destacar de la composición
aminoacidica es la similitud que presenta con la isofornia 1 (‘Fabla V) ya que prácticamente no
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existen diferencias. La Cys representa el 0,8% del total de aminoácidos. El número de residuos de
‘lrp por cadena polipeptídica se estimó entre 1 y 2.
111.1.3.3.- Determinación del peso molecular
El peso molecular de la isoforma IV de arginasa nativa Fue estimado mediante HPLU-
exclus¡ori riiulecijlar itílízindo tíos tipos de columnas a) una columna ‘l’SK (1566(> l~W.\ 1, ~ b)
tíos columnas ~ SCI OS ha hax’Átíol (W’4504i1’25ú, segun la eonfigw aciOti ‘Y condiciones analisis
descritas en el apartado 11.8 de Material y Métodos, El peso molecular de la isoforma IV
desnaturalizada con SDS al 1% (p/v) fue calculado utilizando sólo la configuración b),
equilibrando la columna con SDS al 1% (p/v). La fracción del electroenfoque (Tabla IX y Fig. 21)
de mayor actividad arginasa, correspondiente a la isoforma IV, fue dializada en agua-HPLC
durante 2 Ii y después concentrada. Las formas nativa y desnaturalizada con SDS al 1% (plv) de
arginasa fueron inyectadas en las columnas correspondientes, según lo descrito anteriormente. La
interpolación del valor’ del volumen de retención relativo de la arginasa nativa (1,79), obtenido en
la columna TSK y el obtenido en las columnas Zorbax-diol (1,75), en las rectas de calibrado
correspondientes (Figs. 24 A y 13, respectivamente), permitió estimar el peso molecular de la
isoforma IV de arginasa en aproximadamente 20 kDa. El volumen de retención relativo de la
isoforma IV desnaturalizada con SDS, obtenido en las columnas Zorbax-diol fUe el mismo que el
de la forma nativa. La isoforma IV de arginasa está compuesta de una sola subunidad, según se
deduce de su tratamiento con SDS.
Llegados a este punto podemos suponer que las isoformas 1 y II de arginasa son la misma
proteína, según podemos deducir de su similitud en el punto isoeléctrico (pi = 5,83 y pl 5,86,
respectivamente) y en el peso molecular (Mr 18,0 RDa y Mr 16,0 kDa). El hecho de que
eluyan con diferente fuerza iónica (0,1 M la isoforma 1 y 2,0 M la isoforma II, de tampón Tris-
HCI, pH 9, 1) del gel de fosfato cálcico puede deberse a la microheterogeneidad derivada de
purificar las enzimas a partir de una amplia población de individuos no donados.
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Desde este momento, nos referiremos siempre a las isoformas 1, III y IV de arginasa,
entendiendo que la 1 y II son la misma proteína. Los estudios espectroscópicos, así corno los que
se comentarán más adelante sobre ligamiento, se referirán a estas tres isoformas.
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Figura 4.- (‘romatogramas obtenidos mediante HPLC de exclusión molecular en columna
‘[SIC 65000 PWXL, según las condiciones de análisis descritas en el apartado
11.8 de Material y Métodos, de las distintas fracciones del proceso de
purificación de las isoforma 1 y II de arginasa. En (A), extracto libre de
células; en (13), sobrenadante dializado del 85% (p/v) de saturación con sulfato
amónico~ en (C), fracción eluida con tampón ‘l’ris-HCI 0,1 M, pH 9,1, del gel
de fosfato cálcico y en (D), fracción eluida con tampón Tris-HCI 2,0 M, pH
9, 1 del gel de fosfato cálcico, Las flechas indican los picos identificado como
isoformas 1 y ¡1. i = inyección.
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Figura 5.- Electroenfoque en columna de la isoforma 1 de arginasa obtenida por desorción
del gel de fosfato cálcico con tampón Tris-HCI 0,1 M, pH 9,1. Proteinas (O),
pu (O). AL. indica actividad especifica expresada en unidades: la flecha
muestra el pl de la fracción correspondiente a la isoforma 1.
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Figura 6 - Electroenfoque en columna de la isoforma II de arginasa obtenida por
desorción del gel de Fosfato cálcico con tampón 1ris-HCI 2.0 M, pI 1 9,1.
Proteínas (@), pH (O). A.E. indica actividad específica expresada en
unidades; la flecha muestra el pl de la fracción correspondiente a la
isoterma II.
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Figura 7<- Representación esquemática de <A>, capilar de 75 ~tmde diámetro interno y
(8), capilar de 50 ~m de diámetro interno. Pl ~‘poliimida, S “ sílice fundida.
A
Pl -ctvn
S 75 130 l9Opm
a
Pl
S _________________________________ 50 300 360
________________________ -c
-a
SI
Figura 8.- Anatomía interna de los capilares de sílice fUndida vistos a microscopio óptico.
En (a) y (b) capilares de 75 m de diámetro interno; en (c-l), capilares de 50
pm de diámetro interno. En (a), capilar vacío intacto; en (b), corte correcto
del extremo; en (c), corte defectuoso que distorsiona la capa de poliimida; en
<d), aspecto del capilar lleno (flecha rellena) y vacío (flecha vacía); de (e> a
(k>, diferentes irregularidades de la pared interna del capilar; en (1), formación
de poro a través de la pared del capilar. Pl poliimida; S silice fundida. Las
fotogratias fueron tomadas con un sistema Nikon Labophot utilizando un
objetivo acromático 20x de apertura numérica 0,4 (Ref 160/O. 17,Nikon).
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Figura 9- Electroforegramas de la isoforma 1 de arginasa obtenidos con tampón borato
sodico 15 mM/ácido fosfórico pH 7,1 (A> ó con tampón borato sódico 25
mM, pH 9,0 (B), como electrolito. La electroforesis se llevó a cabo en
capilares de sílice fundida de 75 pm de diámetro interno por 60 cm de longitud
<hasta la ventana de detección). La temperatura fue de 300C y el voltaje
aplicado fue de 25 kV en (A) y de 17 kV en (8). I..as flechas indican el pico
identificado como isoforma 1.
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Rectas de calibrado para la determinación del punto isoeléctrico en función de
la movilidad electroforética (Pe), constniidas con proteínas de pl conocido. 1.,a
separación de proteínas se obtuvo mediante electroforesis capilar, utilizando
como electrolito (A), tampón borato sódico 15 mM/ ácido fostbrico, pH 7,1, a
30<X’ y 25 kV; y -4,23 + 1,06x; r 0,96. En (8) - el electrolito fue tampón
borato sódico 25 mM, pH 9,0 a 300(7 y 17 kV; y ~3,9+ 0,75x : r 0,99. El
capilar de silice Fundida y 60 cm de longitud. 1 tiroglobulina (pl = 4,5):,
2 alcohol deshidrogenasa (pl s’.~ 5,4); 3 = anhidrasa carbónica (pi 5.9);
4 aldolasa (en A) (pl 6,6), mioglobina (en B) (pl 7,0); 5 benzol (pl
igual al del electrolito). Las [lechasindican la posición de la isoforma 1 de
arginasa (O) en las rectas de calibrado obtenidas a pH 7,1(A) y pH 9,0 <B).
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¡‘abla 1/.- Composición de aminoácidos de las isoformas 1 y II de arginasa.
Isoforma 1 Isoforma II
¡Xtiii TlOáCi(fO
CYS**
AS X
THR
SL R
CLX
l>R()
(iLY
At.A
VAL
MEV
1 LE
1.11.1
‘[VR
Pl lb
Hl 5
LYS
ARO
‘1 RP~
(Y o moles Residuos’ moles Residuos
13
11.4
52
10.4
16,6
4, ¡
15,6
7-3
4,2
2,1
4,2
1,0
2>
1,0
4,2
8.4
2
17
8
16
25
6
24
II
7
1-2
3
7
2
3
2
6
‘3
10,4
5.2
6,5
11.7
5,2
11,7
10.4
6,1
0,8
4-5
8,5
2,9
2,9
2,2
6,8
3,5
2
14
7
9
16
7
16
14
8
6
II
4
4
3
9
5
3
* El número de residuos se expresa como el valor entero mas próximo, asumiendo un
** peso molecular de 18.000 y 16.000 Da para las isoformas 1 y II, respectivamente.
Determinado como ácido cistéico.
***Determinado espectrofotométricamente por el método de Beaven-I’loliday.
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Figura II.- (‘romatograma obtenido mediante HPLC de exclusión molecular de proteínas
patrón de peso molecular conocido. Columna TSK 05000 PWXL <300 mm x
7,8 rmn de di.). Fase móvil, tampón Tris-HUí 75 mM. pH 9,1; flujo 0,3
ml.m¡rv detección UV a 280 nm. ‘liroglobulina (Mr=ÓÓO kDa);
2 “ Apoferritina (Mr44O kDay 3 13-amilasa (M~200 kDa); 4 Albúmina
<Mr -67 kDa), 5 Anhidrasa carbónica (Mrz’29 k[)a) y 6 Citocromo e
(Mr’> ¡2,4 kDa)
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Figura 12.- (‘romatograma obtenido mediante HPLC de exclusión molecular de proteínas
patrón de peso molecular conocido. Columnas Zorbax (3F450-6F250 2 x
(250 mm x 9,4 mm di.). Fase móvil, tampón Tris-HCI 200 mM, pH 8,5; tiujo
1,0 nilmirn 1; detección Uy a 280 nnx. 1 Tiroglobulina (Mñ66O kDa);
2 = Apoferritina (Mñ44O kDa); 3 = 13-amilasa (M<200 kDa); 4 = Albúmina
(Mv67 kDa); 5 y’. Anhidrasa carbónica (Mñ29 kDa) y 6 = (‘itocromo c
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labia Vi.- Eficacia de las columnas TSK 05000 PWXL y Zorbax-diol
con Zorbax-diol UF 250, analizada como número de platos
los picos de tiroglobulina y citocromo c (números
croniatogramas de las Figuras II y 12. respectivamente).
análisis descritas en el apartado 11.8, de Material y Métodos
(iF450 en serie
teóricos (N) para
1 y 6 en los
Condiciones de
Columna(s) Proteina
‘liroglobulina 107904 + 650
‘lSK 05000 PWXL
Citocromo c 85,931 + 730
‘liroglobulina 163.592 + 593
Zorbax (iF450-Zorbax (iF250
Citocromo c 108484 + 687
* N ¡tic calculado mediante Ja expresión ¡6
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(‘ronlatogramas obtenidos mediante HPLC de exclusión molecular de SDS al
1% (Vv> (A), de la isoforma 1 de arginasa nativa (8) y desnaturalizada con
SOS al 1% (p/v) (Cl. Columnas Zorbax <3F450-6F250, 2 x (250 mm x 9,4
mm di.>; fase móvil . tampón Tris-HO 20<) mM, pH 8,5, conteniendo SDS al
1% (pA’); flujo 1 ml.niirr1; detección 13V a 280 nm. Las flechas rellenas
indican el pico identificado como isoforma 1 de arginasa y las flechas vacias el
agregado de SDS. ix inyeccion.
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Figura 14 - Rectas de calibrado para la determinación del peso molecular en función del
volumen de elución relativo, construidas con proteínas de Mr conocida. La
separación de proteínas se obtuvo mediante I’IPLC de exclusión molecular,
según las condiciones de análisis descritas en el apanado 11.8 de Material y
Métodos. En (A), columna TSK G500() PWXL; y 6,49 - 8,65x; r 0,98. En
(B), dos columnas Zorbax-diol GF4SO-0F250, conectadas en serie; y 6,43 -
8,74x, r’~ 0.98. 1 = tiroglobulina (Mr 660 kDa);2 apoferritina (Mr 440
kl}a>; 3 13-amilasa (Mr 200 kDa); 4 albúmina de huevo (Mr 67 kfla);
5 anhidrasa carbónica (Mr uy 29 kDa); 6 citocromo c <Mr 12,4 kDa).Las
flechas indican la posición de las isoformas 1(0) y 11< .) de arginasa en las
rectas de calibrado
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Cromatogramas obtenidos mediante HPLC de exclusión molecular en columna
‘[5K 65000 PWXL, según las condiciones de análisis descritas en el apartado
¡1.8 de Material y Métodos, de las distintas fracciones del proceso de
purificación de la isoforma III de arginasa. En (A), extracto libre de células; en
(8). sobrenadante dializado del 70% (p/v) de saturación con sulfato amónico y
en (C), fracción eluida con tampón i’ris-HCI 0,16 M, pH 6,5 del gel de fosfato
cálcico. Las flechas indican el pico identificado como isoforma III.
inyección
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Figura 16.- Electroenfoque en columna de la isoforma III de arginasa obtenida por
desorción del gel de fosfato cálcico con tampón Tris-H(’l 0,16 M, pH 6,5.
Proteinas (e), pH (O). A.E. indica actividad especitica expresada en
unidades; la flecha muestra el pl de la fi-acción correspondiente a la isoforma
III.
pH (O)
o,
— ~
1 8
‘o
‘-a.0 4,68
.o..o st
“a-
-o- ~ •~ -
e
A E --0 (lii ¡ \
e 1¶ ¡ ‘¿ ~•
20 28
A .F. >66, 06u
36 44 52 60 68
.1 0
8
6
4
2
o
o
<4
o
o
QJ
-c
e
80
60
40
20
1~)
Ilud IZO (IB]
102
lilectroforegramas de la isoforma III de arginasa obtenidos con tampón borato
sádico 15 mM/ácido fosfórico, pH 7,1 (A) o con tampón borato sádico 25
mM, pH 90 (B), como electrolito. La electroforesis se llevé a cabo en
capilares de sílice fundida de 75 pm de diámetro interno por 60 cm de longitud
<hasta la ventana de detección). La temperatura fue de 300C y el voltaje
aplicado fue de 25 kV en (A) y de 17 kV en (B). Las flechas indican el pico
identificado como isoforma III.
Figura 17-
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Rectas de calibrado para la determinación del punto isoeléctrico en función de
la movilidad electroforética (I’e)’ construidas con proleinas de pl conocido. La
separación de proteínas se obtuvo mediante electroforesis capilar, utilizando
como electrolito (A>, tampón borato sádico 15 mM! ácido fosfático, pH 7,1, a
30<t’ y 25 kV; y -4,23 + l,06x; r 0,96. En (8) , el electrolito fue tampón
borato sádico 25 mM, pH 9,0 a 300C y 17 kV; y -3,9 + 0,75x ; r 0,99~ El
capilar, de sílice fundida y 60 cm de longitud. 1 tiroglobulina (pl 45)
2 alcohol deshidrogenasa (pl = 5,4): 3 anhidrasa carbónica (pl 5,9);
4 - aldolasa (en A) (pl 6,6), mioglobina <en B) (pl 7,0); 5 benzol (pl
igual al del electrolito).Las flechas indican la posición de la isoforma III de
arginasa (O) en las rectas de calibrado obtenidas a pH 7,1(A) y pl-l 9,0 (II).
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Tabla VIII.- Composición de aminoácidos de la isoforma III
de arginasa
Aminoácido % moles Residuos*
(YS** 2,7 ó
ASX 10,3 22
4,3 9
SER 6,6 ¡5
CLX 13,4 28
PRO 4,5 9
(iLY 11.2 29
ALA 8,7 18
VAL 6,6 14
MET 2,4 5
ILE 3,7 8
LEU 7,2 15
JYJ< 2,8 6
PIlE 3,1 7
1-JIS 2,1 5
[NS 5,3 II
ARG 4,7 lo
‘FRP * * * 9
* El número de residuos sc expresa corno el valor entero más próximo
asumiendo un peso molecular de 26.000 Da.
** Determinado como ácido cistéico.
Determinado espectrolotométricarnente por el método de Beavcn-Holiday
1. 07
Figura 19,- Rectas de calibrado para la determinación del peso molecular en función del
volumen de elución relativo, construidas con proteínas de Mr conocida. La
separación de proteínas se obtuvo mediante HPLC de exclusión molecular,
según las condiciones de análisis descritas en el apartado 11.8 de Material y
Métodos. En (A), columna TSK 05000 PWXL; y 6,49 - 8,65x; r 0,98, En
(B), dos columnas Zorbax-diol 6F450-GF250, conectadas en serie; y = 6,43 -
8,74x; r — 098. 1 = tiroglobulina (M~ 660 kDa); 2 = apoferritina (Mr 440
kfla); 3 13-amilasa (Mr 200 kDa); 4 albúmina de huevo (Mr~ 47 kl)ag 5
anhidrasa carbónica (Mr = 29 kDa); 6 citocromo c (Mr 12,4 kDa). Las
flechas indican la posición de la isoforma Iii (O) de arginasa en las rectas de
calibrado.
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(romatograrnas obtenidos mediante HPLC de exclusión molecular en columna
TSK 65000 PWXL, según las condiciones de análisis descritas en el apartado
118. de Material y Métodos, de las distintas fracciones del proceso de
purificación de la isoforma IV de arginasa. En (A), extracto libre de células; en
(B), sobrenadante dializado del 50% (p/v) de saturación con sulfato amónico;
en (U). fracción eluida con tampón Tris-HUí 0,14 M, pIl 9.1, del gel de
tbsfato cálcico; en (D), fi-acción eluida del electroenfoque en columna a pH
5.5. Las flechas indican el pico identificado como isoforma IV. i “inyección.
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Figura 21.- Eiectroenfoque en columna de la isoforma IV de arginasa obtenida por
desorción del gel de fosfato cálcico con tampón Iris-HUí 0.14 M, pH 9, 1.
Proteínas (e), pH (O). A.E. indica actividad específica expresada en
unidades; Ja flecha muestra el pl de la fracción correspondiente a la isoforma
lv.
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Electrofo¡egramas de la isoforma IV de arginasa obtenidos con tampón borato
sádico ¡5 mM/ácido fosfórico pH 7,1(A) o con tampón borato sádico 25 mM
ph 9,0 (B), como electrolito. La electroforesis se llevó a cabo en capilares de
sílice fundida de 75 pm de diámetro interno por 60 cm de longitud (hasta la
ventana de detección). La temperatura fue de 300C y el voltaje aplicado fue de
25 kV en (A) y de 17 kV en (13). Las tiechas indican el pico identificado como
isoforma IV
Figura 22.-
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Figura 23.- Rectas de calibrado para la determinación del punto isoeléctrico en función de
la movilidad electroforética (Pet construidas con proteinas de pl conocido.
la separación de proteínas se obtuvo mediante electroforesis capilar,
utilizando como etectrolito (A) tampón borato sádico 15 mM! ácido
fostiSrico, pH 7,1, a 300C y 25 kV; y -4,23 + l,06x; r -v 0.96. En (B) , el
electrolito fue tampón borato sádico 25 mM, pH 9,0 a 300C y ¡7 kV: y”
-3,9 + 0,75x ; r 0,99. El capilar, de sílice fundida y 60 cm de longitud.
tiroglobulina (pI 4.5): 2 alcohol deshidrogenasa (pl 5,4);
3 —. anhidrasa carbónica (pI 5,9); 4 = aldolasa (en A) (pl = 6,6),
mioglobina (en B) (pl = 7,0); 5 = benzol (pl al del electrolito). Las
flechas indican la posición de la isoforma IV de arginasa (O ) en las rectas
de calibrado obtenidas a pH 7,1(A) y pH 9,0 (B).
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‘labIa X~ Composición de aminoácidos de la isoforma IV de arginasa.
Arnifloacidos
(‘Y 5t ‘1’
ASX
IHR
2~ moles Residuos*
0,8
¡1,6 18
96,0
SER
61. X
9,8
14,9
l>RO
‘5
23
4.8
(3 LY
Al ..A
.7
24‘5,4
8,4
VAL
¡3
956
,1)NIEl
ILE 3,2
1.11! 5,6
‘íYR 1,8
1>1111 2,3
H 15 [4
LYS 4,6
ARO 2.4
5
9
3
3
2
7
4
1 RP * * * 2
* El número de residuos se expresa conio el valor
molecuiar dc 18.000 Da.
** Determinado como ácido cistéico.
tL)eterni¡nado espectrofotométricamente por el método de E3caven-J-{olidav.
entero mi~s próximo. asumiendo un peso
.1 .1. 9
Rectas de calibrado para la determinación del peso molecular en función del
volumen de elución relativo, construidas con proteínas de Mr conocida. La
separación de proteínas se obtuvo mediante HPLU de exclusión molecular,
según las condiciones de análisis descritas en el apanado ¡1.8 de Material y
Métodos. En (A), columna 15K (35000 PWXL; y = 6,49 - 8,65x; r” 0,98. En
(8), dos columnas Zorbax-diol GF450-GF250, conectadas en serie; y” 6,43 -
8,74x; r xx 0.98. 1 “tiroglobulina (Mr 660 kDa); 2 apoferritina (Mr = 440
kDa), 3 - B-aniilasa (Mr “ 200 kDa);4” albúmina de huevo (Mr” 67 kDa); 5
= anhidrasa carbónica (Mr 29 kDa); 6 “ citocronio ~ (Mr “ 12,4 kDa). Las
flechas indican la posición de la isoforma IV (O) de arginasa en las rectas de
calibrado.
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¡ff2.- CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS DE LAS ISOFORMAS 1, 111 Y IV
DE ARO INASA
En este bloque se presentan las Figuras 25 a 29
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lIl.2.l.— Espectros de absorción ultravioleta
Los espectros de absorción de las isoformas 1, III y IV de arginasa en el rango de
longitudes de onda del ultravioleta (190-340 nm) se muestran en la Figura 25. En ellos se puede
observar un máximo centrado a 215-278 nm para las tres isoformas. Este máximo de absorción se
encuentra ligeramente desplazado hacia longitudes de onda inferiores al valor que posee el
maxímo en el espectro (le absorcion del lrp libre. Ello indica la existencia de iyr (ver ~lablas\.T
VII y Y), cuya absoicion máxima sc encuentra a 277 nm
Otro aspecto a destacar es Ja existencia de una discreta absorción a partir de los 3 lO nm,
hecho que podría reflejar una cierta tendencia a la agregación de las proteínas.
11L2.2.- Espectros de fluorescencia
1.~os espectros de emisión de fluorescencia de las isoformas 1, III y IV de arginasa,
excitando a diferentes longitudes de onda se muestran en las Figuras 26, 27 y 28.
Uuando la longitud de onda de excitación es de 275 nm (Fig. 26), es decir, excitando
simultáneamente ¡Vr y irp, los espectros de emisión de las tres isoformas de arginasa presentan
dos máximos, uno centrado a 342-346 nm y otro a 305 nm. Debe destacarse la emisión a 288-290
nm que presenta la isoforma ¡II de arginasa.
Uuando la muestra se excita con luz de longitud de onda de 295 nm (Fig. 27), es decir,
analizando exclusivamente la contribución de Trp. se detecta un máximo de emisión a 351 nm y
un hombro a 416 nm en la isoforma 1. Las isoformas III y IV también emiten fluorescencia a 351
nm, pero su máximo principal se encuentra a 331 nm; se puede también observar otro máximo
secundario a 397-401 mu.
Al analizar la contribución de la Phe al espectro de emisión de fluorescencia, excitando a
257 nm (hg. 28), se observa que las tres isoformas de arginasa presentan un máximo de emisión
en el entorno de 345-3 50 nm. Las isoformas 1 y IV poseen otro máximo secundario de emisión a
290-300 nm, pero la isoforma 111 no lo posee.
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En la Figura 29 se recoge el espectro de emisión y excitación simultáneas (espectro
— — h, —síncronico o smerosean’) de las isoformas 1. III y IV. Las tres presentan un máximo de emisión
principal alrededor de los 3 55-356 nm y un máximo de emisión secundario en la zona de los 305-
307 nm, que la isoforma III no posee.
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Figura 25.— Espectros de absorción ultravioleta de: 42 jíg-mh1 de isoforma ¡ (A); 37
~Ág-mU’de isoforma III (u) y 25 ~ig-mh1 de isoforma IV (e) de arg~nasa,
disueltas en tampón Tris-HUí 10 mM. pH 9,1 (isoformas 1 y IV) o pH 6.5
<isotornia III).
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Figura 26<- Espectro de emisión de fluorescencia de: 42 ~igmk1 de isoforma 1 <@); 37
gg.rnh1 de isoforma III (u) y 25 pg.ntL1 de isoforma IV (A) de arginasa,
disueltas en tampón Tris-HUí lO mM, pH 9,1 (isoformas 1 y IV) o pH 6,5
(isoformna III) Longitud de onda de excitación 275 nm.
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Figura 27- Espectro de emisión de fluorescencia de: 42 pgmh1 de
~g-mL1 de isoforma III (u) y 25 pg-mh1 de isoforma IV
disueltas en tampón Tris-HUí lO mM, pH 9,1 (isoformas
(isoforma III) Longitud de onda de excitación 295 nm.
isoforma 1 (@); 37
(A) de arginasa.
1 y IV) o pH 6,5
80
7(1
e; <j
IB)
4-0
u
7/
— u
u
y’
401
1-. 7¿-A
¡A
20
lo
(.1
397 ¡
•U\%53
6/7
e
e,’
e—,
.1 1.. u 1 u
3M
1
u
351
uji
351
1
(U
-‘-4
(--5
E
a)(2
cf)
a;
o
‘-9
u-
331
1
1
A
7/
7
e
44-0 415 390 365 340 315 290
A(¡ím )
130
Figura 28.- Espectro de emisión de fluorescencia de: 42 pg-mh1 de isoforma 1 (@); 37
pg-mh1 de isoforma III (u) y 25 ~ig-mL1 de isoforma IV (A) de arginasa,
disueltas en tampón Tris-HUí lO mM, pH 9,1 (isoformas ¡ y IV) o pH 6,5
(isot’ornia III). l.Jongitud de onda de excitación 257 nm.
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Figura 29.— Espectros de emisión y excitación simultáneos de fluorescencia de las
isoformas 1(e), III (u) y IV (A) de arginasa disueltas en tampón Tris-HUí
10 mM. pH 9j (isoformas 1 y IV) o pH 6,5 (isoforma III).
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IILI- ANALISIS Y CUANTIFICACION DE ATRANORINA, ACIDO EVERNICO Y
ÁCIDO USNICO
En este bloque se presentan las Figuras 30 a 36 y las
Tablas Xl y XII
2.35
111.3±-Espectros de absorción ultravioleta
Los espectros de absorción de los fenoles atranoriria y ácidos evérnico y úsnico, en el
rango de longitudes de onda del ultravioleta (2 10-350 nm), se recogen en las Figuras 30 A-U.
En todos ellos se observa un máximo alrededor de 270-280 nm, que se corresponde con el
máximo de absorción de los compuestos aromáticos. La atranorina (Fig. 30 A) presenta un
máximo a los 280 nm; el ácido evérnico (Eig 30 13) absorbe a los 210 nm, mientras que el ácido
úsnico (Fig. 30 U) presenta el máximo a 280 nm.
A la vista de estos resultados se eligieron las longitudes de onda de máxima absorción de
cada fenol en los análisis de HPLU.
HiL3.2.- Estabilidad en disoluciones taniponadas
La estabilidad de una disolución de atranorina (0,5 mg-mí-1) en tampón Tris-HUí 0,1 M,
pH 9,1 y pH 6,5. se muestra en las Figuras 31 A y B, respectivamente. La atranorina, a la citada
concentración, tarda en disolverse por completo 48 ti, independientemente del pH. Entre las 48 ti
y las 120 h, la cantidad de atranorina que se detecta es la misma, lo cual indica que no se está
degradando o convirtiendo en otros productos.
La estabilidad de una disolución de ácido evérnico (0,2 mg-mV1) en tampón Tris-HUí 0,1
M, pH 9, y 6.5, se muestra en las Figuras 32 Ay 13, respectivamente.
Cuando el pH de la disolución es 9,1 (Fig. 32 A), la cantidad de ácido evérnico, registrada
como cuentas de área, desciende rápidamente durante las 24 primeras horas hasta alcanzar un
tercio de la cantidad inicial. A este tiempo se detectan ácidos orselínico y evernínico, productos
de degradación del ácido evernico. La cantidad de ácido orselínico desciende a partir de las 72 ti,
momento en el cual se empieza a detectar orcinol, producto de degradación del ácido orselinico.
El ácido evernínico no se degrada, al menos hasta las 120 h de análisis.
Uuando la disolución se hace a pH 6,5 (Fig. 32 13), la estabilidad del ácido evérnico es
mayor. Los ácidos orselinico y evernínico también se detectan a partir de las 6 primeras horas
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pero en menor cantidad que a pH 9, 1. El ácido evórnico se degrada a partir de las 24 h, pero no
aparece orcinol en cantidad detectable, al menos durante las ¡20 h de análisis.
En las Figuras 33 A y E se muestra la estabilidad del ácido úsnieo (0,3 mg-mí-1) en
disoluciones tamponadas con Tris-HUí 0,1 M a pH 9,1 (Fig. 33 A) y pH 6,5 (Fig. 33 B). La
máxima solubilidad del ácido úsnico se alcanza a tiempos mayores (48 h) a pH 6,5 que a pH 9,1
(24 h). A partir de entonces, el ácido úsnico no parece degradarse y es estable, como lo
demuestra el hecho de no observar ni aparición de productos de degradación ni variación en su
cantidad.
111.33.- Seuaración y cuantificación mediante HPLC
Los fenoles extraidos del córtex, del talo y del medio de incubación, según lo descrito en
el apartado 11.10. 1 de Material y Métodos, procedentes de talos incubados en L-arginina 40 mM
durante diferentes tiempos en oscuridad, fueron analizados por HPLU. La separación se realizó en
fase reversa, empleando una columna Nucleosil 5C8, en las condiciones de análisis descritas en el
apartado 11.10.4.
Las Figuras 34 A-U muestran cromatogramas significativos. El análisis dura 6 mm, ya que
a este tiempo ha eluido el ácido úsnico (cuando está presente), último fenol en aparecer debido a
la menor polaridad que presenta en comparación con la atranorina y los ácidos orselínico,
everninico y evérnico, La proporción de cada pico varía en relación a la procedencia de la
muestra.
La cuantificación de la atranorina y los ácidos evérnico y tisnico se realizó mediante
interpolación de los valores de cuentas de área obtenidos en una recta de calibrado construida con
concentraciones crecientes de cada patrón. Se eligió el rango de linearidad del detector en todos
los casos. Las rectas de calibrado que representan cuentas de área en función de la concentración
fueron ajustadas por minimos cuadrados y utilizadas en la cuantificación de los fenoles. Estas
rectas de calibrado se muestran en la Tabla XI.
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111.3.4.- Valoración del contenido de fenoles en muestras de córtex. talo y medio de
incubación
Con objeto de relacionar el contenido de fenoles y la máxima actividad de cada isoforma
de arginasa, se estudió la variación temporal de atranorina y ácidos evérnico y úsnico en función
de las condiciones de incubación. El análisis se realizó a tres niveles: valorando los fenoles
presentes en el córtex, en el talo (una vez eliminados los corticales) y los disueltos en los medios
de incubación, según lo descrito en los apartados 11.10.1.1 y 111012.
En la Figura 35 se muestran los resultados de la variación temporal de fenoles en muestras
de talo incubadas en L-arginina 40 mM tamponadas con Tris-HUí 0,1 M, pH 9,1. El ácido
evérnico y la atranorina representan el 70% y el 30%, respectivamente, de los fenoles totales
extraídos del córtex en ausencia de cualquier tratamiento. La cantidad de ácido úsnico aumenta
progresivamente desde el comienzo de la incubación, mientras que el contenido de ácido evérnico
disminuye en la misma medida en el córtex (Fig. 35 A-U).
En el talo (Figs. 35 D-F), la atranorina es, sin embargo, el fenol que se encuentra en mayor
cantidad; el ácido evérnico aparece en trazas y de ácido úsnico se detectan valores alrededor de
2,5 mg-g-1 de talo seco.
En el medio (Figs. 35 0-1) se disuelve principalmente el ácido evérnico, cuyo contenido
alcanza aproximadamente los 12,5 mg-g1 de talo seco entre las 4 ti y 8 h de incubación. La
atranorina sólo se deteeta a tiempos cortos y el contenido en ácido úsnico aumenta
progresivamente desde las lO h de incubación de los talos.
Cuando éstos son incubados en disoluciones de cicloheximida 40 uM, en medios
tamponados con Tris-HUí 0,1 M, pH 9,1, el patrón de distribución de los fenoles, en los
diferentes extractos, es muy distinto al obtenido cuando hay L-arginina en el medio. Los
resultados pueden observarse en las Figuras 36 A-I.
En el córtex (Figs. 36 A-U) se pueden detectar cantidades apreciables de atranorina y
ácido úsnico que oscilan entre 8 y 30 mg-g 1 de talo seco. El contenido de ácido evérnico es algo
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mayor, alrededor de 40 mg-g’ de talo seco, excepto a las 2 ti de incubación, cuando se detectan
unos 140 mg-g1 de talo seco.
La cantidad de fenoles (atranorina y ácido úsnico) detectada en talo (Figs. 36 E y F) en
muestras incubadas en presencia del inhibidor de la traducción es semejante a la de aquellas
incubadas en L-arginina. El contenido de ácido evérnico en el talo (Hg. 36 D) es, sin embargo,
mayor y pueden apreciarse dos máximos a 4 y 10 h de incubación.
Atranorina y ácidos evémico y úsnico se solubilizan en menor cantidad en el medio (Figs.
36 G-I) que en el caso anterior (Figs. 35 G-I) como puede apreciarse por la diferencia de escala
gráfica.
El ácido úsnico es el fenol detectado en mayor cantidad en el medio de incubación. Su
contenido oscila entre 0,1 y 0,3 mg-g-1 de talo seco.
111.35.- Valoración del contenido de fenoles solubles en el extracto libre de células
La solubilidad de los fenoles en disoluciones acuosas es muy baja aunque, como se ha
señalado, varia en fUnción del pH (Figs. 31,32 y 33). Uomo una primera aproximación, se caleuló
la cantidad de atranorina, ácido evérnico y ácido úsnico que se solubiliza en los extractos libres de
células procedentes de muestras de talo a los tiempos en que se detecta la máxima actividad de
cada isoforma de arginasa. Estos son:
i) Máxima actividad de la isoforma 1 de arginasa: talo incubado 6 h en L-arginina
40 mM tamponada con Tris-HUí 0,1 M, pH 9,1.
u) Máxima actividad de la isoforma III de arginasa: talo incubado 16 ti en
cicloheximida 40 pM tamponada con Tris-HUí 0,1 M, pH 9,1.
iii) Máxima actividad de la isoforma IV de arginasa: medio de incubación
procedente de talos incubados 8 h en L-arginina 40 mM tamponada con
Tris-HUí 0,1 M, pH 9,1.
La cantidad de cada fenol detectada en estas condiciones puede ser un indicativo de la
concentración accesible a la proteína y, en principio, aquella capaz de ejercer un determinado
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efecto fisiológico. La extracción se realizó según lo descrito en el apartado 11.10.1.3. de Material
y Métodos. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla XII. En las condiciones de máxima
actividad de la isoforma 1 de arginasa (i) se detectan 0,19 nmol de atranorina, 0,75 nmol de ácido
evérnico y 1,0 nmol de ácido úsnico. Estas cantidades son mayores en las condiciones de máxima
actividad de la isoforma III de arginasa (u), ya que se detectan 1,1 nmol de atranorina, 2,3 nmol
de ácido evérnico y 2,7 nmol de ácido úsnico. En las condiciones de máxima actividad de la
isoforma IV de arginasa (iii), el extracto libre de células contiene 5,4 nmol de atranorina, 3,7 amol
de ácido evéinico y 4,0 nmol de ácido úsnico. Todos los valores vienen expresados por g de peso
de talo seco.
Fin este punto conviene puntualizar que los fenoles liquénicos están localizados en tres
posiciones especificas:
a) Fenoles corticales, exocelulares, cristalizados sobre las hifas que forman el
córtex, en donde actúan a modo de pantalla para filtrar densidades de flujo fotónico no lesivas
para las algas.
b) Fenoles intratalinos que, a su vez, pueden estar cristalizados sobre las paredes
celulares, tanto del fotobionte como del micobionte, o pueden estar localizados en el interior
celular, solubilizados en el citosol, tanto de las algas como del hongo. Sólo en esta última
localización podrá tener efecto fisiológico sobre las enzimas citosólicas.
La estimación de la concentración de fenoles en los extractos libres de células puede dar
una idea aproximada de la concentración de fenoles intracelulares, aunque no exacta, dado que
parte de los fenoles parietales pueden disolverse durante el proceso de preparación. Por ello, se ha
estimado la concentración de fenoles corticales (apartado 11.10.1 de Material y Métodos) y
fenoles intracelulares por comparación a la encontrada en los extractos libres de células. La
concentración de fenoles en córtex resultó ser aproximadamente 47 veces superior, y la de
medulares 1,9 veces inferior a la del extracto libre de células. Por ello, para estimar la acción de
los diferentes efectores sobre la hipotética cooperatividad de una isoforma con el sustrato, se han
utilizado concentraciones de fenol aproximadamente mitad de las encontradas en los extractos
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libres de células para las isoformas 1 y III talmas, y prácticamente igual a la encontrada en los
medios de cultivo para la isoforma IV, segregable, según se especifica en las Tablas 1 y XII.
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Figura 30.- Espectros de absorción ultravioleta de atranorina (A), ácido evérnico (8) y
ácido usnico (U) preparados en agua-HPLC:ácido acético (99: l,v/v)
¡acetonitrilo (30/70,v/v). La concentración empleada fue de 0,1 mg-mL1.
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cuantificación de atranorina se llevó a cabo mediante HPLC utilizando una
columna de fase reversa Nucleosil 5U8 en las condiciones de análisis
especificadas en el apanado 11.10.4 de Material y Métodos.
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Figura 32< Estabilidad de una disolución de ácido evérnico (0,2 nig.nih1) (•) en tampón
Tris-RU! 01 M a pH 9,1 (A) y pH 6,5 (B) en función del tiempo en
oscuridad. La cuantificación de atranorina se llevó a cabo mediante HPLU
utilizando una columna de fase reversa Nucleosil SUS en las condiciones de
análisis especificadas en el apartado 11.10.4 de Material y Métodos. (O),
ácido evernínico; ( ), ácido orselinico, (±),orcinol.
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Figura 33<- Estabilidad de una disolución de ácido úsnico (0,3 mg-mí-1) en tampón Tris-
HUí 0,1 M a pH 9,1(A) y pH 6,5 (B) en función del tiempo en oscuridad. La
cuantificación de ácido úsnico se llevó a cabo mediante ITIPLU utilizando una
columna de fase reversa Nucleosil SUS en las condiciones de análisis
especificadas en el apartado 11.10.4 de Material y Métodos.
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Figura 34.- Uromatogramas representativos de los fenoles de LI prz¡na~tri obtenido a
partir de diferentes muestras, según lo descrito en el apartado 11.10.1 de
Material y Métodos. En (A) , córtex obtenido de talos incubados ¡6 E en 1..—
arginina 40 mM; en (13), talo incubado 2 E en L-arginina 40 mM; en (U),
medio obtenido de talos incubados 6 E en L-arginina 4OmM. La separación se
realizó en HPLU utilizando una columna Nucleosil 5U8 de fase reversa en las
condiciones de análisis descritas en el apanado 11.10.4 de Material y Métodos.
1, ácido orselinico; 2, ácido everninico; 3, ácido evérnico; 4, atranorina, 5,
ácido úsnico. i “inyección.
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Tabla NL- Ecuaciones de las rectas de calibrado, ajustadas por mínimos cuadrados,
empleadas en la cuantificación de atranorina, ácido evémico y ácido úsnico
separados mediante HPLU en una columna Nucleosil SUS de fase reversa
en las condiciones descritas en el apartado 11.10.4. de Material y Métodos.
Fenol Ecuación de la recta de calibración indirecta*
Atranorina
(con ácido evérnico 0,01 mg-mb1 y - 0,039 + 0,55 x; r = 0,99
como patrón externo)
Acido evérnico
(con atranoñna 0,02 mg-mH y = - 0,196 + 3,66 x; r = 0,98
como patrón externo)
Acido úsnico
(con ácido evérnico 0,01 mgmh’ y = - 0,377 + 2,34 x; r = 0,97
como patrón externo)
(?alibración reterida al patrón externo
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Figura 35< Variación de la cantidad de ácido evémico (e), atranorina (A) y ácido úsnico
(u) en función del tiempo de incubación de talos de E. prunas-iri, en tampón
Iris-HUí 0,! M, pH 9,1, conteniendo L-arginina 40 mM. En (A,B y U),
fenoles del córtex; en (D,E y F), fenoles de talo una vez extraídos los del
eórtex y en (G,H e 1), fenoles en el medio de incubación.
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Figura 36< Variación de la cantidad de ácido evérnico (e), atranorina (A) y ácido úsnico
(a) en función del tiempo de incubación de talos de E. primas-/rl, en tampón
Tris-HUí 0,1 M, pH 9,1, conteniendo cicloheximida 40 gM. En (A,B y U).
fenoles del córtex; en (D,E y F), fenoles de talo una vez extraídos los del
córtex y en ((31-1 e 1), fenoles en el medio de incubación.
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Tabla XIL- Cantidad de fenoles endógenos detectada en los extractos libres de células
(medio de incubación) de talos de fil prunastrí incubados en las
condiciones de máxima actividad de cada isoforma de arginasa.
Isoforma de
arginasa
Condiciones de máxima
actividad*
Fenol
(nmol-w1 peso seco)
atranorina ácido evérnico acido úsnico
6k
en L—arginina 40 mM
019+0020 075+0008 100+0030
Hl 16k
en cicloheximida 40 uM 110 + 0015 226 + 0007 272 + 0020
IV Sh
en L-arginina4o mM 537±0012 367 + 0008 405 + 0030
* Detalles en apartado 11101.3 de Material y Métodos
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HL4.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE LA VELOCIDAD
I)E REACCION DE LAS ISOFORMAS DE ARGINASA EN AtJSENCIA Y
PRESENCIA DE EFECTORES
En este bloque se presentan las Figuras 37 a 44 y la
Tabla XIII
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La caracterización cinética de una enzima incluye habitualmente la determinación de su
velocidad máxima (vmax) de reacción y de su constante de Michaelis-Menten (Km) para cada
sustrato. Estos datos resultan muy útiles a la hora de comparar diferentes isoformas, Por otro
lado, la presencia de uno o varios efectores puede modificar la cinética de la enzima, pudiéndose
comportar éstos como activadores o inhibidores. Los cambios producidos por el efector se
pueden observar a nivel de vmax y Km, encontrándose diferente tipo de acción sobre cada
soform a
Ya que existen variaciones del contenido de fenoles en las condiciones de máxima
actividad de cada isoforma particular, se trató de ligar estos dos hechos estudiando el
comportamiento cinético de cada isoforma en presencia y/o ausencia de efector.
ILLtL- Sobre la isoforma ide arginasa
La estimación de velocidad de reacción de la isoforma 1 frente a concentraciones
crecientes de sustrato (L-arginina) se realizó según lo descrito en los apartados 11.11. y 1112. En
la Figura 37 se muestran Los resultados obtenidos.
La variación de la velocidad de reacción en función de la concentración de sustrato se
puede asimilar a una hipérbola, lo cual demuestra que la isoforma 1 es una enzima micaeliana, A
partir de concentraciones de L-arginina superiores a 6 mM se puede apreciar una Ligera inhibición
por exceso de sustrato. El valor de Km. estimado a partir de esta representación directa, es de 1,5
mM y el de vmax de 2~49 pmoles de anlonio-miv1.
La representación directa de los datos, concentración de sustrato frente a velocidad de
reacción, es el mejor sistema para calcular Km y vmax, ya que no es necesario hacer
transformaciones dc los resultados experimentales que distorsionan los posibles errores cometidos
en las medidas. Una variación de la representación directa de Michaelis-Menten es la sugerida por
Eisenthal-Uornish-Bowden, donde Km y vmax vienen definidas como la media de las diferentes
intersecciones obtenidas al representar las rectas formadas por los pares (yo, [si:>.La manera de
representar los datos es la siguiente: cada valor de velocidad se dibuja en el eje de ordenadas
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(vmax) y los correspondientes valores negativos de sustrato (-[S]) se dibujan en el eje de abcisas
(Km). Los dos puntos se unen extrapolando la línea en el espacio vmax e Km. En la Figura 38 se
muestra esta representación, obtenida a partir de los resultados de velocidad de reacción de la
isoforma 1 de arginasa. Los valores de Km y vmax que se obtienen son 4,9 mM y 5,25 MmoIes de
amonio - mirr respectivamente.
La representación de dobles recíprocas de Lineweaver-I3urk es la más utilizada; sin
embargo, produce importantes desviaciones de los valores de Km y Vmax, ya que los posibles
errores cometidos en las medidas afectan en mayor grado a las dobles inversas de velocidad y
concentración de sustrato.
La tercera representación elegida para el cálculo de los valores de Km y vmax fUe la de
Hanes, una transformación de los datos directos en la que se eligen los pares [S]-v<y1/[SJ.Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 39. El valor de Km obtenido fUe de 1,25 mM y el
de vrnax de 2,79 pmoles de amonio-mirA.
El efecto de la atranorina y los ácidos evérnico y úsnico sobre la velocidad de reacción de
la isoforma ¡ de arginasa se muestran en las Figuras 37 A-U (representación directa) y 39 A-U
(representación de Hanes). La concentración fija de cada efector, utilizada en este estudio, es la
que se detalla en la Tabla [de Material y Métodos (apartado 11.12).
La atranorina 33,3 nM (Figs. 37 A y 39 A) se comporta como un activador no
competitivo. Los valores de Km y vmax de la isoforma 1 varian en presencia del efector y, según
la representación de Hanes (Fig. 39 A), los valores estimados son: Km(ap) 1,1 mM y
vmax(ap) 6,64 utmoles de amonio-rniiv1.
El ácido evérnico 130,0 nM (Figs. 37 B y 39 13) produce una pequeña activación y podría
tratarse de un activador mixto. El valor de Km(ap) de la isoforma 1 en presencia del efector es
0,68 mM según la representación de Hanes (Fig. 39 B); el valor de vntax(ap) que se obtiene es de
2,75 pmoles de amonio-mirA.
A diferencia de la aciranorina y el ácido evérnico, el ácido úsnico ¡73,3 nM (Figs. 37 U y
39 U) se comporta como un inhibidor competitivo de la isoforma 1 de arginasa. Los valores de
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Km(ap) y vmax(ap) en presencia del efector obtenidos a partir de la representación de Hanes (Fig.
39 U> son de 3,4 mM y 3,32 umoles de amonio-mint, respectivamente.
111.4.2.- Sobre la isoforma 111 de ar2inasa
La estimación de la velocidad de reacción de la isoforma Hl frente a concentraciones
crecientes de sustrato (L-arginina) se realizó según lo descrito en los apanados 11.11. y 11.12 En
la Figura 40 se muestran los resultados obtenidos.
La variación de la velocidad de reacción en fUnción de la concentración de sustrato
muestra una cinética sigmoidal, caracteristica de enzimas alostéricas. A concentraciones de L—
arginina superiores a 7 mM se aprecia una ligera inhibición por exceso de sustrato. El valor de
So,S (zy Km), estimado a partir de esta representación directa, es de 4,5 mM y el de vmax de 2,12
jimoles de amonio-mm-1
La representación de Hill (Fig41) enfrentando log(~v~) log [s], normalmente
utilizada en los análisis de cinéticas de tipo alostérico, da valores de pendiente de las rectas
ajustadas por mínimos cuadrados superiores a uno. Uomo se discutirá ampliamente, esta seria Ja
primera prueba sobre existencia de cooperatividad positiva en el ligamiento del sustrato.
EL efecto de la atranorina y [os ácidos evérnico y úsnico sobre la velocidad de reacción de
la isoforma 111 de arginasa se muestran en las Figuras 40 A-U (representación directa) y 41 A-U
(representación de Hill). La concentración fija de cada efector, utilizada en este estudio, es la que
se detalla en la ‘-labIa 1 de Material y Métodos (apartado 11.12). Los tres fenoles: atranorina 190
nM, ácido evérnico 390,0 nM y ácido úsnico 470 nM, se comportan como inhibidores, ya que la
velocidad de reacción de La isoforma 111 de arginasa disminuye en su presencia. Los valores de
S
0 5(ap) son: 4) mM en presencia de atranorina; 4,4 mM en presencia de ácido evémico y 4,5
mM en presencia de ácido úsnico (Tabla XIII).
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111.4.1— Sobre 1» isoforma IV de ar2inasa
La estimación de la velocidad de reacción de la isoforma IV frente a concentraciones
crecientes de sustrato (L.arginina) se realizó según lo descrito en los apartados liii. y 11.12. Fn
la Figura 42 se muestran los resultados obtenidos.
La variación de la velocidad de reacción en fUnción de la concentración de sustrato se
puede asimilar a una hipérbola, lo cual demuestra que la isoforma Iii es una enzima micaeliana.
En este caso, a diferencia de los anteriores (Figs. 37 y 40), no se aprecia inhibición por exceso de
sustrato en cl rango de concentraciones ensayadas. El valor de K1~, estimado a partir de esta
representación directa, es de 4,45 mM y el de vmax de 3,0 imoles de amonio-mirr
En la Figura 43 se muestra la representación de Eisenthal-Uornish-Bowden obtenida a
partir de los resultados de velocidad de reacción. Los valores de Km y Vmax que se obtienen son
4,0 mM y 4,7 íimoles de amonio-muy
1, respectivamente. Los valores de Km y vmax obtenidos
mediante la representación de Hanes (Fig. 44) frieron: Km = 3,0 mM y vmax = 4,2 ~imolesde
amonio-muy
El efecto de la atranorina y los ácidos evérnico y úsnico sobre la velocidad de reacción de
la isoforma IV de arginasa se muestran en las Figuras 42 A-U (representación directa) y 44 A-U
(representación de Banes). La concentración fija de cada efector, utilizada en este estudio, es la
que se detalla en la Tabla 1 de Material y Métodos (apartado 11.12).
La atranorina 1,69 mM se comporta como un activador mixto (Figs 42 A y 44 A). Los
valores de Km y vmax de la isoforma IV varían en presencia del efector y, según la representación
de Hanes (Fig. 44 A). los valores estimados son Km(ap> = 0,96 mM y vmax(ap) = 3,95 timoles de
amonio-muy
El ácido evérnico LIS mM (Figs. 4213 y 4413) y el ácido úsnico 1,27 mM (Figs. 42 U y
44 U) se comportan como inhibidores no competitivos de la isoforma IV. Los valores de Km(ap)
que se obtienen a partir de la representación de Hanes (Figs. 4413 y C) son 3,16 xnN4 y 3,05 mM,
respectivamente. Los valores de vmadap) de la misma representación son 3,69 y 3,39 gmoies de
amonio- miw , respectivamente.
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En la Tabla XIII se especifican los valores de Km y vmax en ausencia y presencia de cada
efector. obtenidas de cada una de las distintas representaciones gráficas.
1.63
Efecto de la concentración de L-arginina (O) sobre Ja velocidad de reacción de
la isoforma 1 de arginasa a una concentración de 13 gg-mV1. En (A). en
presencia de atranorina 33,3 nM (e); en (13), en presencia de ácido evérnico
130,0 nM (@)y en (U), en presencia de ácido úsnico 173,3 nM (e).
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Figura 38.- Representación de Eisenthal-Uornish-Bowden para la determinación de Km Y
vmax de la isoforma 1 de arginasa.
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Representación de Hanes sobre la variación de la velocidad de reacción de la
isoforma 1 de arginasa (13 ~g-.mh1) (O) en función de la concentración de L-
arginina, y = 0,45 + 0,36x; r = 0,97. En (A), en presencia de atranorina 33,3
nM (@>, y 0,17 +0,15x; r = 0,99; en (B), en presencia de ácido evérnico
130,0 nM (e), y = 0,25 = 0,36x; r = 0,99; y en (U), en presencia de ácido
Osnico 73,3 nM (@),y 1,02 = 0,30x; r 0,96.
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Figura 40< Efecto de la concentración de L-arginina (O) sobre la velocidad de reacción de
la isoforma [II de arginasa a una concentración de 93 ~igmL1. En (A), en
presencia de atranorina 190 nM (e); en (13), en presencia de ácido evérnico
390,0 nM (@) y en (U), en presencia de ácido úsnico 470,0 nM (@).
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Figura 41- Representación de Hill sobre la variación de la velocidad de reacción de la
isoforma III de arginasa (93 pg-m11) (O) en fUnción de la concentración de
L-arginina. En (A), en presencia de atranorina 190 nM (e); en (B), en
presencia de ácido evérnico 390,0 nm (•) y en (U), en presencia dc ácido
úsnico 470 nrn (@).
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Figura 42< Efecto de la concentración de L-arginina (O) sobre la velocidad de reacción de
la isoforma IV de arginasa a una concentración de 6 pg-mh1. En (A), en
presencia de atranorina 1,69 mM (@); en (B), en presencia de ácido evérnico
1,15 mM (@)y en (U), en presencia de ácido úsnico 1,27 mM(S).
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Figura 43< Representación de Eisentbal-Uornish-Bowden para la determinación de Km Y
Vinax de la isoforma IV de arginasa.
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Representación de Hanes sobre la variación de la velocidad de reacción de la
isoforma IV de arginasa (6 ~g-mh1) (O) en función de la concentración dc L-
arginina, y 0,72 + 0,24x; r 0,98. En (A), en presencia de atranorina 1,69
mM (@), y 0,24 ±0,25x; r = 0,99; en (B), en presencia de ácido evérnico
1,15 mM (@), y 0,86 + 0,27x; r 0,99; y en (U), en presencia de ácido
úsnico 1,27 mM (e), y = 0,90 ±0,29x; r = 0,98.
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¡JIS- EVALUACION DE LA COOPERATIVIDAD. ECUACION DE HILL
En este bloque se presenta la Tabla XIV
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En algunas enzimas, la presencia de efectores modifica el patrón de unión al sustrato, bien
facilitándola (cooperatividad positiva), bien dificultando dicha unión (cooperatividad negativa) -
Con objeto de evaluar esta posible cooperatividad se eligió la representación de Hill. En la Tabla
XIV se muestran las ecuaciones de las rectas, ajustadas por mínimos cuadrados, resultantes de la
representacion de los resultados log~ VO) frente a log [L-arginina]de las tres isoformas, 1,
III y IV, de arginasa, en ausencia y presencia de los tres efectores (atranorina y ácidos evérnico y
úsnico).
Como puede observarse, el valor de ItA, pendiente de la recta, es menor de 1,5 en las
rectas correspondientes a las isoformas 1 y IV. Esta pendiente adquiere un valor de 4,4 en la recta
correspondiente a la isoforma de arginasa 111.
Las pendientes de las rectas que corresponden a la isoforma 1 en presencia de efectores no
se modifica sustancialmente respecto a aquella obtenida en su ausencia. Las pendientes de las
rectas que corresponden a la isoforma III son 3,75 en presencia de ácido evérnico; 5,15 en
presencia de atranorina y 5,74 en presencia de ácido úsnico.
Las pendientes de las rectas correspondientes a la isoforma IV no varian en presencia de
ácido evérnico ni de ácido úsnico (1,25 y 1,20, respectivamente), pero en presencia de atranorina
adquiere un valor de 1,94. Estos valores han de compararse con la pendiente obtenida en ausencia
de efector, igual a l,24.
iSla
‘labia XIXk- Ecuaciones de las rectas, ajustadas por mínimos cuadrados, obtenidas
mediante la representación de Hill, para la evaluación de la cooperatividad
de las isoformas 1, III y IV de arginasa en presencia y/o ausencia de
eféctores.
1 soforí na
Ecuación de la recta
de
arginasa
Sin efectoi Uon efector
- 0,358 Y 0,42*x
Atranorina (pM) Acido evérnico (pM) Acido úsnico (pM)
y - 0,45 + l,55x y -0,33 + l,65x y -0,49±0,93x
r=0.98 r=0,98 r0,97 mO,98
111 y>’ -2.67± 4,40x y = -3,41 + 5,15x y = - 1,88±3,75x y -3,34 + 5,74x
r=0,96 r=0,99 r=C,97 r=0,95
[V y~’—O,68± 1,24x yz~-O,79±],94x y-O,55+ l,25x y=-O,52+ l,20x
r=099 r=0,98 r=0,97 r=0,97
* EL valor de la pendiente. ti (constante de Hill). da una idea del grado de coeper-atixidad. Para valores
dcli — 1. no hay cooperatividad. (Fersht,1985)
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11L6.— LIGAMIENTO DE ATRANORINA, ÁCIDO EVERrNICO Y ÁCIDO USNICO A
LAS ISOFORMAS 1, III Y IV DE ARGINASA
En este bloque se presentan las Figuras 45 a 62 Y la
Tabla XV
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La unión de una molécula de efector a una proteína es el primer paso de su regulación.
Con objeto de analizar este posible fenómeno, se realizaron estudios de ligamiento mediante el
método tradicional de equilibrio de diálisis, descrito en el apanado 11. 14 de Material y Métodos.
Para la elaboración de los resultados se eligieron diferentes representaciones gráficas.
IIL&L- Lisamiento a la isoforma 1
Para poder determinar la unión efector-proteina es indispensable conocer, en primer lugar,
el tiempo necesario para que el ligando libre se encuentre en equilibrio. En la Tabla XV se
recogen estos resultados. El tiempo requerido para detectar atranorina libre en equilibrio entre las
dos subcámaras de diálisis es de 6 h, el del ácido evérnico de 4,5 Fi y el del ácido úsnico de 14 b.
Los tiempos de equilibrio no varian en función de la isoforma de arginasa, siendo el mismo en
todos los casos.
111.61.1.- Atranorina como ligando
La cinética de saturación del ligamiento (ligando unido frente a ligando total) de
atranonna se muestra en la Figura 45 A. La saturación de los sitios de la isoforma 1 se obtiene a
partir de los 0,1 jimoles de atranorina total. En la Figura 45 B se muestra la representación de
dobles inversas ( r’ frente a [L]1) de los resultados del ligamiento de atranorina. Los puntos
obtenidos se pueden ajustar a una curva exponencial. La inversa del punto de corte con el eje de
ordenadas, igual a 4,0, proporciona el número aproximado de sitos de unión que posee la
proteína para el efector. Por tanto, el número de sitios de unión para atranorina en la isoforma 1
de arginasa es cuatro por molécula de proteína.
La representación de Scatchard (r/[L] frente a r) del ligamiento de atranorina se muestra
en la Figura 46 A. Los puntos obtenidos no pueden asimilarse a una recta, hecho que sera
explicado posteriormente, sino que se ajustan a una parábola.
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La representación semilogaritmica (r frente a log [efector]) permite obtener un espaciado
uniforme de los resultados, lo que facilita la valoración del número de sitios de unión por
molécula de proteína, hecho que, en otro tipo de representaciones. puede quedar enmascarado. La
representación semilogaritmica del ligamiento de atranorina a la isoforma 1 se muestra en la
Figura 46 8. El número de sitios de unión por molécula de proteína, estimado por intersección en
el eje de ordenadas del nivel de saturación, es de — 4 0
IH.ÓAZ- Acido evérnico como ligando
La cinética de saturación del ligamiento de ácido evérnico a la isoforma 1 se muestra en la
Figura 47 A Uomo puede observarse, dicha saturación se produce a partir de 0,05 timoles de
ácido evérnico total, En la Figura 47 13 se muestra la representación de dobles inversas, El número
de sitios de unión por molécula de proteina, estimado en esta curva exponencial, es de — 4 0 La
representación de Scatchard se muestra en la Figura 48 A. Uomo puede observarse, existe
igualmente un alejamiento de la linearidad en los puntos. La representación semilogarítmica del
ligamiento del ácido evérnico a la isoforma 1 se muestra en la Figura 48 B. El número de sitios de
unión por molécula de proteina se estimó entre 4 y 5.
111.613.- Acido úsnico como ligando
La cinética de saturación del ligamiento de ácido úsnico a la isoforma 1 de arginasa se
muestra en la Figura 49 A. La saturación se produce a partir dc 0,05 límoles de ácido úsnico
total. En la Figura 49 B se muestra la representación de dobles inversas. La curva exponencial que
se obtiene al ajustar los puntos proporciona un valor estimado de 10 sitios de unión por molécula
de proteína. En la representación de Scatchard (Fig. 50 A), los puntos se ajustan casi a una recta y
no a una parábola, como ocurre con el ligamiento de atranorina y ácido evérnico. El punto de
corte con el eje de abcisas da un número de sitios de unión para el ácido úsnico por molécula de
isoforma 1 — 10,0. Este valor también concuerda con el obtenido a partir de la representación
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semilogaritmica (Fig. 50 13). También debe resaltarse en este punto que el ácido úsnico es
inhibidor competitivo de la isoforma 1 de arginasa, es decir compite con la L-arginina por el
centro activo de la proteina <Tabla XIII).
lI1.62.- Ligamiento a la isoforma III
1W62,I- Atranorina como ligando
La Figura 5 1 A muestra la cinética de saturación del ligamiento de atranorina a la isoforma
111 de arginasa. Los sitios de unión en la proteína se saturan a partir de 0,07 pmoles de atranorina
total. Sin embargo, para valores superiores de ligando total, puede verse una disminución de la
cantidad de atranorina unida. Este fenómeno también se observa en la representación
semilogarítmica (Fig. 52 B). En la representación de dobles inversas (Fig 5 1 B), los puntos se
pueden ajustar a una cuna exponencial, cuya inversa del punto de corte en el eje de ordenadas da
un valor de 26 sitios de unión por molécula de enzima. O, lo que es lo mismo, una alta
inespecificidad de unión. La representación de Scatchard se muestra en la Figura 52 A. En este
caso se puede observar una clara desviación de la linearidad de los puntos. Estos podrian ajustarse
bien a una parábola o, como se intenta expresar con la línea discontinua, a un posible ciclo de
— —AV
histéresis
1W62.L- Acido evérnico como ligando
La cinética de saturación del ligamiento de ácido evérnico a la isoforma 111 de arginasa se
muestra en la Figura 53 A. La cinética, que es hiperbólica, muestra la saturación a partir de 0,075
pmoles de ácido evérnico total. En la Figura 53 13 se muestra la representación de dobles inversas.
La curva exponencial que se obtiene en el ajuste de los puntos proporciona un valor estimado de
8 sitios de unión por molécula de proteína. En la representación de Scatchard (Fig. 54 A), los
puntos se alejan de la linearidad, ajustándose a una parábola. El valor del número de sitios de
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union del ácido evérnico a la isoforma III de arginasa, obtenido mediante la representación
sernilogaritmica, da un valor de 6 (Fig 54 B), algo menor que el obtenido a partir de la
representación de dobles inversas (rr’8).
111.6.2.1- Acido úsnico como ligando
La Figura 55 A muestra la cinética de saturación del ligamiento del ácido úsnico a la
isoforma 111 de arginasa. Los sitios de unión de la proteína se saturan a partir de 0,14 pmoles de
ácido úsnico total. En la representación de dobles inversas (Fig. 55 13), el ajuste de los puntos
coincide con una curva exponencial cuya inversa del punto de corte con el eje de ordenadas
permite estimar en 26 el número aproximado de sitios de unión por molécula de proteína. Es
decir, en este caso existe una alta inespecificidad de unión. En la representación de Scatchard
(Hg. 56 A) los puntos se pueden ajustar a una parábola, tal como ocurre en los casos del
ligamiento del ácido evérnico a la isoforma III. El número de sitios de unión para el ácido úsnico
por molécula de isoforma III es de — 28 según se deduce de los resultados obtenidos en la
representación semilogaritmica.
11L63- Ligamiento a la isoforma 1V
111.63.1.- Atranorina como ligando
La cinética de saturación del ligamiento de atranorina a la isoforma IV de arginasa se
muestra en la Figura 57 A. Uomo puede observarse, dicha saturación se produce a partir de 0,18
gmoles de atranorina total. En la Figura 57 B se muestra la representación de dobles inversas. El
número de sitios de unión para atranorina es de — 23, lo que nuevamente demuestra una alta
inespecificidad en la unión. La representación de Scatchard se muestra en la Figura 58 A. Uomo
puede observarse, existe igualmente un alejamiento de la linearidad en los puntos. La
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representación semilogaritmica del ligamiento de la atranorina a la isoforma IV se muestra en la
Figura 58 B. El número de sitios de unión por molécula de proteína se estimó en 16.
111.63.2.- Ácido evérnico como ligando
La figura 59 A muestra la cinética de saturación del ligamiento de ácido evérnico a la
isoforma IV de arginasa. Los sitios de unión en la proteína se saturan a partir de 0,015 pmoles de
ácido evérnico total. Sin embargo, como ocurre en el ligamiento de atranorina a la isoforma III
(Fig. 51 A), para valores del ligando total superiores a 0,015 jimoles, existe un descenso de la
cantidad de ácido evérnico ligado. Este fenómeno también se observa en la representación
semilogaritmica (l-lg. 60 13>. En la representación de dobles inversas (Fig. 59 13) los puntos se
pueden ajustar a una curva exponencial cuya inversa del punto de corte en el eje de ordenadas da
un valor de 5 sitios de unión por molécula de enzima. La representación de Scatchard se
muestra en la Figura 60 A. En este caso se puede observar una clara desviación de la linearidad en
los puntos. Estos podrían ajustarse a una parábola o, según se muestra con la representación
discontinua, a un posible ‘ciclo de histéresis. Recordemos que el ácido evémico actua como
inhibidor no competitivo de la isoforma IV, mientras que se comporta como activador mixto de la
isoforma 1 (Tabla XIII),
111.63.3.- Ácido úsnico como ligando
La Figura 6 1 A muestra la cinética de saturación del ligamiento del ácido úsnico a la
isoforma IV de arginasa. Los sitios de unión de la proteína para este efector se saturan a partir de
0,075 pmoles de ácido úsnico total. En la representación de dobles inversas (Fig. 61 B) el ajuste
de los puntos coincide con una curva exponencial cuya inversa del punto de corte en el eje de
ordenadas permite estimar en — 32 el número de sitios o, lo que es lo mismo, vuelve a existir una
altísima inespecificidad en la unión. En la representación de Scatchard (Fig. 62 A), los puntos se
pueden ajustar a una parábola. El número de sitios de unión para el ácido úsnico por molécula de
188
isoenzima IV es de — 24. según se deduce de los resultados obtenidos en la representación
semilogaritmica (Fig. 62 13).
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Figura 45< Ligamiento de atranorina a la isoforma 1 de arginasa a una concentración 2,55
~íM.En (A), representación directa; en (B), representación de dobles-inversas
donde el aluste de la curva exponencial es y = O,25.e28-2~> X ; r = 0,89.
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Figura 46< Ligamiento de atranorina a la isoforma 1 de arginasa a una concentración 2,55
Um. En (A>, representación de Scawhard; en (B), representacion serni—
logaritn1ica.
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Figura 47.- Ligamiento de ácido evérnico a la isoforma 1 de arginasa a una concentración
de 2,55 ÁM. En (A), representación directa; en (B), representación de dobles-
inversas donde el ajuste de la curva exponencial es y = 0,23 e4’~ X ; r = 0,93.
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Figura 48- Ligamiento de ácido evérnico a la isoforma 1 de arginasa a una concentración
2,55 pM. En (A), representación de Scatchard, en (13), representación semi-
logaritmica.
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Figura 49.- Ligamiento de ácido úsnico a la isoforma 1 de arginasa a una concentración
2,55 pM En (A), representación directa; en (13), representación de dobles—
inversas donde el ajuste de la curva exponencial es y -= 0,11. e4-76 X ~ 0,92.
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Figura 50.- Ligamiento de ácido úsnico a la isoforma 1 de arginasa a una concentración
2,55 MM. En (A>, representación de Scatchard; en (B). representación semi—
logar¡tmica.
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Figura 5 1.. Ligamiento de atranorina a la isoforma III de arginasa a una concentración
1,42 MM. En (A), representación directa; en (13), representación de dobles--
inversas donde el ajuste a la curva exponencial es y 0,04. e3938 N; r = 0,96~
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Figura 52.- Ligamiento de atranorina a la isoforma 111 de arginasa a una concentración
1,42 pM. En (A), representación de Scatchard; en (13), representación semi-
logaritmica.
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Figura 53.- Ligamiento de ácido evémico
concentración 1,42 uM. En
representación de dobles-inversas
=0, l3.e~144~; r =0,96.
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Figura 54.- -Ligamiento de ácido evérnico a la isofornia III de arginasa a una
concentración 1,42 pM. En (A), representación de Scatchard; en (8).
representación semi-logaritmica.
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Figura 55< Ligamiento de ácido úsnico a la isoforma III de arginasa a una concentración
1,42 MM. En (A), representación directa; en (B), representación de dobles--
inversas donde el ajuste a la curva exponencial es y = 0,04. e’3- II ~ r = 0,85.
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Figura 56< Ligamiento de ácido úsnico a la isoforma III de arginasa a una concentración
1,42 jíM. En (A), representación de Scatcbard; en (B), representación
semilogarítmica.
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Figura 57.- Ligamiento de
1,50 jiM. En
dobles-inversas
r~ 0,98.
atranorina a la isoforma IV de arginasa a una concentración
(A), representación directa; en (B), representación de
donde el ajuste de la curva exponencial es y = 0,04e71’70 X;
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Figura 58.- Ligamiento de atranorina a la isoforma IV de arginasa a una concentración
1,50 iM. En (A), representación de Scatchard; en (B), representación semi-
logarítmica.
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Figura 59.- Ligamiento de ácido evérnico a la isoforma IV de arginasa a una
concentración 3,50 jtM. En (A), representación de Scatchard; en (B),
representación sen-u-logarítmica.
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Figura 60.- Ligamiento de ácido evérnico a Ja isoforma IV de arginasa a una
concentración 1,50 1M. En (A), representación de Scatcbard; en (B),
representación semi-Iogaritmica.
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Figura 6k- Ligamiento de ácido ósnico a la isoforma IV de arginasa a una concentración
1,50 pM. En (A), representación directa; en (B), representación de dobles-
inversas donde el ajuste de la curva exponencial es y = 0,03 e26-53 OC; r = 0,95.
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Figura 62< Ligamiento de ácido ósnico a la isoforma IV de arginasa a una concentración
1,50 pM En (A), representación de Scatchard; en (8), representacion serni-
~ogahitmica
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111.7.- EFECTO DEL LIGAMIEI~TO DE ATRANORINA, ACIDO EVERNICO Y ÁCIDO
USNICO PRODUCIDO EN LAS ISOFORMAS DE ARGINASA
En este se presentan la Figura 63 y la Tabla XVI
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111.7.1.- Isoforma 1
El ligamiento de atranorina, ácido evérnico y ácido úsnico a la isoforma 1 de arginasa
producE: agregación de la proteína nativa, según puede observarse en los resultados expuestos en
la Tabla XVI. Para confeccionar esta Tabla, se eligió una de las concentraciones de efector que
producia saturación de los sitios de unión en la proteína.
La atranorina 108,0 pM (0,108 pmot en la subeámara de ligando, como se deduce de la
Fig. 45 A) promueve la dimerización, ya que se detecta un agregado de aproximadamente 39
kDa, el cual representa un 9,2%. De la forma nativa de la proteína, queda un 68% después del
ligamiento y aparece un tercer agregado de aproximadamente 30 kDa que no se sabe a qué puede
corresponder.
El ligamiento de ácido evérnico 5 1,0 pM (0,051 pmol en la subcámara de ligando, como
se deduce de la Fig. 47 A) produce agregación de la isoforma 1 a dímero, trimero, tetrámero y un
polímero de aproximadarnentre 9 unidades (Mr — J 60 kDa). La forma nativa, tras la
polimerización, representa el 50% de la proteína.
El ácido úsnico 87,0 pM (0,087 pmo] en la subeámara de ligando, como se deduce de la
Fig. 49 A) produce agregación en el 20% de la proteína nativa y aparecen dímeros, trímeros y
hexámeros.
111.7.2.- Isoforma 111
El ligamiento de atranorina, ácido evérnico y ácido úsnico a la isoforma III de arginasa
produce agregación de la proteína en diferentes proporciones, según el ligando efector (Tabla
XV]).
La atranorina 71,0 pM (0,071 gmol en la subeámara del ligando, como se deduce de la
Fig. 5 1 A) agrega la proteína a dímero y trimero pero, en este caso, tras el ligamiento aparece una
forma de peso molecular aproximadamente 19 ki)a, inferior al peso molecular de la proteína
nativa (26 kDa).
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El ácido evérnico 45,0 ~M (0,045 pmol en la subcámara del ligando, como se deduce de
la Ng. 53 A) produce las mismas formas de agregado que la atranorina.
El ácido úsnico 77,0 1iM (0,077 gmol en Ja subeámara del ligando, como se deduce de la
Fig. 55 A) ocasiona agregación de la isoforma 111 de arginasa al dímero exclusivamente (Mr 57
kDa). Se detecta un 61% de otra forma de peso molecular inferior a la proteína nativa (Mr 18
kDa).
111.7.3.- Isoforma IV
Sobre Ja isoforma IV de arginasa, el ligamiento de atranorina 198,0 pM (0,198 ~moí en la
subeámara del ligando, como se deduce de la Fig. 57 A) polimeriza la proteína a dimeros y
trimeros quedando, tras la unión, aproximadamente un 90% de la forma nativa.
El ácido evérnico 23,0 ~tM(0,023 iLmol en la subcámara del ligando, como se deduce de
la Ng. 59 A> produce diferentes grados de agregación: dímeros, trímeros, hexámeros y
undecámeros.
EJ ácido úsnico 87,0 ~tM(0,087 iimol en la subeámara del ligando, como se deduce de la
PÁg. 61 A) agrega la forma nativa al dímeros, trimeros, tetrámeros y un polímero de 13 unidades
(Mrt2óO kDa) que representa aproximadamente el 3% de la proteína nativa.
La actividad arginasa de los diferentes agregados no ha sido anaiizada, dado el carácter
microanalitico del método de HPLC-exclusión molecular empleado.
En la Figura 63 A-C se muestran tres cromatogramas representativos del efecto de
agregación ocasionado en las isoformas 1, III y IV nativas de arginasa, tras eJ ligamiento de los
distintos efectores.
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Figura 63< (?romatogramas obtenidos mediante HPLC de exclusión molecular de los
distintos agregados de arginasa tras el ligamiento del efector. En (A>,
agregados de la isoforma 1 en presencia de 87 ninoies de ácido úsnico; en
(B), agregados de la isoforma III en presencia de 71 nmoles de atranorina y
en (C), agregados de Ja isoforma IV en presencia de 23 nmoles de ácido
evérnico. Las flechas indican el pico identificado como monómero (forma
nativa).
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IV.- DISCUSION
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Los últimos pasos de Ja vía de la sintesis y el catabolismo de arginina en vegetales son
similares a los que se producen en mamiferos y bacterias (De Ruiter y Kollófel, 1982). Mora e/al.
(1965) propusieron una clasificación de los organismos en ureotélicos o uricotélicos, en ifinción
de la producción de urea o ácido úrico; clasificación que también adoptaron para las arginasas de
dichos organismos. Sin embargo, se ha descrito actividad arginasa en plantas de soja (Kang y
Cho, 1990), especie que carece del ciclo del ácido úrico. La importancia de dicha actividad en
este tipo de organismos radicaría, en última instancia, en la producción de ornitina para la síntesis
de poliaminas, según proponen Pohjanpelto y Hóltta, 1983).
En el presente trabajo se han descrito y caracterizado cuatro isoformas de arginasa (1,11,111
y IV). si bien la isoforma 1 y la II son la misma, según se deduce de su similitud en el punto
isoeléctrico (Figs. 5 y 6), en el peso molecular (Fig. 14) y en la composición de aminoácidos
(Tabla y). También se han descrito isoformas de arginasa en higado de ratón (1-lerfeid y Rapen
1976; Spolaris y Bond, 1988; Tarrab él al?, 1974) y en IV. crassa (Borkovich y Weis, 1987a) que
difieren en sus propiedades catalíticas, moleculares e inmunológicas. Las isoformas 1 y IV de E.
prunastr¡ son inducibles por L-arginina, a] igual que las arginasas de E. cok (Crabeel eta!., 1975)
y Lac/obacillz¡s ladis (Ananyan, 1981). La isoforma III es preexistente y posiblemente se active
tras la liberación de arginina vacuolizada, según describieron Martín-Falquina y Legaz (1984).
También se han descrito arginasas constitutivas en IV crassa (Weiss y Davis, 1973, 1977) y en
levaduras (Cybis y Davis, ¡975),
La isoforma IV de arginasa posee un resto glícosilado compuesto de 280 residuos de
glucosa, 27 de fructosa y 85 dc manosa (Planelles y Legaz, 1987). La proteína es segregable al
igual que la arginasa de ratón (Spolaris y Bond, 1988).
En las isoformas 1, III y IV de arginasa predominan los aminoácidos ácidos (Tablas V,
VIII y X). Las isoformas 1 y II presentan, sin embargo, ciertas diferencias a nivel de los
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aminoácidos básicos y aquellos con radicales no polares. Al copurificar las dos proteínas, las
diferencias encontradas podrían deberse a la microheterogeneidad obtenida al purificarías a partir
de una variada población de individuos. La isoforma IV no presenta diferencias significativas en
su composición de aminoácidos respecto a la isoforma 1. Ya que la isoforma IV de It? primas/rl
sólo se segrega en condiciones de inducción nutricional, probablemente se trate de la misma
proteína que la isoforma 1. Blanco e/ al (1984) y Pérez-Urna y Vicente (i989) también describen
secreción de ureasa en E. prunastri. La isoforma III presenta claras diferencias en la composición
aminoacídica frente a las isoformas ¡ y IV. Posee una menor proporción de aminoácidos ácidos y
de aquellos con grupos polares; sin embargo, tiene abundancia de aminoácidos con grupos no
polares (Tabla VIII), lo cual indica una menor acidez de la proteína y, probablemente, una alta
tendencia a la hidrofobicidad de la cadena polipeptidica. La composición de aminoácidos de las
isoformas de arginasa de E. primas/rl no guarda relación con la de otros organismos como rata,
pollo o cerdo (lkemoto, ¡989).
El punto isoeléctríco. estimado mediante electroforesis capilar, de la isoforma 1, alrededor
de 4,9 (Fig. 10), eJ de la isoforma III, alrededor de 5,3 (Fig. 18) y el de la isoforma IV, alrededor
de 4,8 (Fig. 23), corrobora que se trata de proteínas de carácter ácido. Wright el al. (1981)
describieron una arginasa ácida de alcachofa con pl de 5,3, estimado mediante electroenfoque en
columna. Dichos autores observaron diferencias, aunque no significativas, en la determinación del
pl, ya que el valor estimado por electroforesis en gel de poliacnilamida oscilaba entre 5,0 y 5,9. El
pl de las isoformas de arginasa de E. pnmavtri difiere según el método empleado. Así, el valor
para la isoforma 1 es de 5,86, estimado por electroenfoque (Fig. 5), el de la isoforma III de 6,18
(Mg. 16> y el de la isofonna IV de 5,6 (Mg. 21), valores algo diferentes a los obtenidos por
electroforesis capilar. Ya que la eficiencia del sistema capilar es muy superior a la del
electroenfoque en columna, en lo que se refiere a la separación de picos, el valor elegido de pl de
las isoformas de arginasa es eJ determinado mediante electroforesis capilar. La heterogeneidad de
carga también fue descrita por Spoiarics y Bond (1988) en dos subunidades de arginasa (una de
35 kDa y otra de 38 kDa) de hígado de ratón. Ambas subunidades contenían proteínas básicas
(rango de pI 7,8-9, 1) y proteínas ácidas (rango de pl 5,8-6,4) cuya multiplicidad de carga
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constituia una variante de la misma proteína.
El significado de haber detectado tres isoformas de arginasa con distinta carga podría
llevar a pensar en su distinta interacción con la membrana celular o con otras enzimas, incluso con
la función de la enzima en diferentes rutas metabólicas. En 1< prunastrí, la enzima proporciona
ornitína y urea. Estos intermediarios, a su vez, conducen a rutas (biosíntesis de poliaminas y ciclo
de la urea, respectivamente) cuyas funciones pueden estar reguladas de forma independiente.
En otro orden de funciones, Sticher y iones (1992) detectaron dos grupos de isoformas de
a-amilasa diferenciables en su punto isoeléctrico, en capas de aleurona de cebada: las isoformas
de alto pl (4,90 y 4,72) y las de bajo pí (4,64 y 4,56). Las cuatro isoformas tenían diferente
localización subcelu¡ar y, a su vez, las de pl 4,72 y 4,56 eran formas segregables al medio de
incubación. En E prunas¡ri, la isoforma IV de arginasa, segregable al medio, también tiene un pl
ligeramente inferior (5,6 ó 4,8, según la técnica utilizada) que la isoforma 1 (pfrS,86 6 49>.
Los espectros de absorción ultravioleta de las tres isoformas presentan un máximo a 275-
278 nm (hg. 25), es decir, ligeramente desplazado hacia longitudes de onda inferiores al máximo
de absorción del ‘i’rp libre (280 nm) (Campbell y Dwek, 1984). Esto indica la existencia de Tyr en
la cadena polipeptídica. El espectro de absorción ultravioleta de la arginasa de S. cerev¡siae
presenta un máximo a 278 nm, lo cual indica el dominio del Trp en su cadena polipeptídica (Green
el al., 1990), además Ja absorbancia decae a partir de 300 nm. Sin embargo, en el espectro de las
arginasas de E. prunasíri se puede observar una discreta absorbancia a longitudes de onda
superiores a 310 nm. Este hecho refleja una tendencia a la agregación por parte de las enzimas,
fenómeno descrito para otras proteínas, como por ejemplo el alergeno principal del olivo
(Lauzurica ¿a al?, 1988; Wheeler el al?, 1987).
Los espectros de emisión de fluorescencia (Figs. 26, 27 y 28) se obtuvieron sobre la base
de la fluorescencia natural de los anillos aromáticos de algunos aminoácidos. Cuando se excita
con una longitud de onda de 295 nm (Fig. 27), es decir, analizando exclusivamente la
contribución del Trp, se detecta un máximo alrededor de 350-352 nm. Dicho máximo se
encuentra muy próximo al del Trp libre (350 nm) (Campbell y Dwek, 1984), lo cual indicarla que
el Trp se sitúa en un entorno bastante accesible. Una situación similar se describe para los dos
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residuos de Trp presentes en la albúmina bovina (Pico y Houssier, 1989). Los cambios producidos
en la fluorescencia de estos ‘Lp son utilizados por los autores para estudiar la unión de sales
biliares a la albúmina; dicha unión se traduce en un ‘atrapamiento” de la fluorescencia. Oreen el
a/, (199 1) observaron que la intensidad de fluorescencia de la arginasa de S. cerev.rs¡ae, excitando
a 295 nm, incrementaba el 100% yel máximo se desplazaba de 337 a 352 nm cuando quelaban el
Zn2±por diálisis, en comparación con la holoenzima. En E. prunavlri, no se ha demostrado que
la arginasa posea Zn24 como ión asociado, pero llama la atención el hecho de observar el pico de
máxima emisión de fluorescencia a 352 nm en las tres isoformas, idéntica longitud de onda a la
que emite la arginasa de levadura en ausencia de Zn2+.
La excitación y emisión simultáneas, espectro sincrónico, a diferentes longitudes de onda
(Fig. 29), muestra dos máximos de emisión. El principal, a 355 nm, pone de manifiesto la
contribución de los Trp, el segundo máximo, centrado entre 305-307 nm, indica la presencia de
Tyr. El máximo de fluorescencia del aminoácido libre es 303 nm (Carnpbell y Dwek, 1984). El
segundo máximo está ausente en la isoforma Hl de arginasa, lo que indicaria que ésta presenta
una accesibilidad diferente a los residuos de Tyr. Sin embargo, la isoforma III posee un máximo a
288 nm, correspondiente a la fluorescencia de la Phe. El máximo de fluorescencia del aminoácido
libre es 282 nm (Campbell y Dwek, 1984). En S. cerevisiae el máximo de emisión a 377 nm y el
de excitación a 284 nm, se encuentran alejados de los máximos del Trp, es decir, el aminoácido se
encuentra en un entorno bastante hidrofóbico (Green el al, 1990).
De los resultados obtenidos a partir de los espectros de absorción y de emisión de
fluorescencia, se desprende que las tres isoformas de arginasa presentan una alta homología.
La arginasa ha sido descrita, generalmente, como una enzima oligomérica, compuesta por
un número variable de subunidades, entre tres y ocho, en función del organismo del que se aísle.
Así, la arginasa de hígado de rata se describió como un trimero o un tetrámero ( Aguirre y Kashe,
1983; Garganta y Bond, 1986; Hirhs-Kolb y Greenberg, 1968). La arginasa de 5. cerevisiae es un
trímero (Oreen el al., 1990) y la de soja un tetrámero (Kang y Cho, 1990). Sin embargo, la
arginasa de A’. eraswa y la de Bach/as /¡chenf/brmis presentan un mayor número de subunidades,
7 y 8, respectivamente (Borkovich y Weiss, 1987b). Por otra parte, la subunidad monomérica
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tiene un peso molecular, determinado por electroforesis en SDS, que oscila entre 33 kDa, la de 1?.
licheniform¡s, y 55 kDa, la de soja.
El peso molecular de las distintas isoformas de arginasa de E. prunastr¡ fue calculado
mediante HPLC en columnas de exclusión molecular, técnica que permite obtener una eficacia
media por pico de 100.000 platos teóricos (Tabla VI). Las isoformas 1 y II tienen un peso
molecular de 18 kDa y 16 kDa, respectivamente, la isoforma III de 26 kDa y la isoforma IV de
arginasa de 20 kDa (Figs. 14, 19 y 24), valores inferiores a los descritos para otras arginasas. El
análisis en presencia de SDS (Fig. 13) demostró que se trata de formas monoméricas; no se
detectaron oligómeros en ningún caso. Los pesos moleculares, calculados mediante exclusión
molceular en Sephadex 6200, de estas mismas arginasas fueron 1 80 kDa para la isoforma 1
(Legaz y Vicente, 1980); 330 kDa para la isoforma III (Martín-Falquina y Legaz, 1984) y 245
kDa para la isoforma IV (Planelles y Legaz, 1987); es decir, se trataría, al menos, de decámeros
según el valor de peso molecular del monómero estimado por HPLC.
Esta discrepancia en los valores de peso molecular, calculados por distintas técnicas,
podría explicarse si existiera autoasociación de las moléculas de arginasa durante el proceso de
filtración en Sephadex, fenómeno semejante al descrito por Ikemoto el al. (1990). Dichos autores
purificaron arginasa, de higado y eritrocito humano, con un valor de peso molecular aproximado
de 100 kDa; sin embargo, cuando expresaban la arginasa de hígado humano en E. aili, el peso
molecular que obtenían de la proteína purificada era de 35 kDa, es decir, el monómero. Ikemoto
e/ al. (1990) concluyeron que la arginasa nativa era un monómero y el aparente polimorfismo de
las moléculas de arginasa podría estar causado por autoasociación o incluso modificación
proteolitica durante el proceso de purificación. Este fenómeno también Ñe observado por Totani
(1973) al purificar la arginasa de hígado de cerdo.
Las isoformas 1 y IV de arginasa no sólo poseen una composición de aminoácidos muy
semejante e igual valor de pI (4,9 y 4,8) sino también un peso molecular muy semejante (18 kDa
la isoforma 1 y 20 kDa la isoforma IV) (Figs. 14 y 24). La diferencia de 2 kfla de peso molecular
se debe al resto glicosídico, el cual representa el 10% del peso de la proteína. La composición de
este residuo, determinada por Planelles y Legaz (1987), es de 280 restos de glucosa, 27 de
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fructosa y 85 de manosa. El resto glicosídico de las proteínas segregables oscila entre el 5 y el
40% del peso de la glicoproteina, según proponen Goochee y Monica (1990), y puede tener
implicaciones en su actividad biológica específica (actividad por gramo de glicoproteina). En it?
primas/rl, ambas isoformas son activas, pero la forma segregable es unas 3 veces menos afin por
su sustrato que la isoforma 1 de arginasa (Tabla MII). Este fenómeno de pérdida de actividad es
bien conocido en las hormonas glicoproteicas como, por ejemplo, la tirotropina, donde la
completa desglicosilación supone una pérdida de actividad (Baenziger y Green, 1988; Sairam,
1989).
La isoforma III de arginasa es de mayor tamaño que la 1 y la IV (26 kDa) y rica en
aminoácidos característicos de pre-proteinas. Existen varias explicaciones posibles a esta
heterogeneidad. En primer lugar, las diferencias de peso molecular entre dos isoformas pueden ser
la consecuencia de una proteolisis post-traduccional, hecho que viene avalado por los altos niveles
de Met detectados (unas dos veces superiores en la isoforma 111 respecto a la 1). Sticher y Jones
(1992) también definieron modificaciones post-traduccionaies que afectaban a la carga de
diferentes isoformas de a-amilasa. Al igual que ocurre con la pérdida de actividad biológica
debido a la desglicosilación, una diferencia de 8 kDa en el peso molecular repercute a nivel de la
Km, haciendo 3 veces menos afin por la L-arginina a la isoforma III que a la 1. Este significado
regulador de la arginasa in vivo, consecuencia de las variaciones de tamaño, ha sido descrito por
Messenguy y Dubois (1983) en Las arginasas de levaduras, Aguirre y Kasche (1983) encontraron
diferencias de 5 kDa entre subunidades de arginasa de hígado de rata; la proteolisis ñu vñro de la
proteína demostró que este fragmento no era esencial para la actividad enzimática. Resultados
similares encontraron Spolaricks y Bond (1988) en Las arginasas de ratón y Cronin y Tipton
(1985) en la fosfofrutoquinasa de Tripanosoma brucei brucel. Burkovich y Weiss (198%)
detectaron dos formas de arginasa, de 36 y 4] kDa, respectivasmente, en IV. crassa. Los estudios
de transcripción in vi/ro indicaron que ambas formas procedían de rnRNA5 diferentes. Dichos
autores apuntaban la posible existencia de promotores alternativos para la transcripción, de tal
manera que el pooi de arginina permitiera una mayor expresión de uno de los promotores. Este
fenómeno también ocurre en la invertasa de levaduras (Periman el al., 1984) y en la glutamina
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sintetasa de E? coli (Reitzer y Magasanik, 1985).
Los valores de Km y vmax resultan muy útiles cuando se trata de comparar diferentes
isoformas. La determinación de estos parámetros se puede realizar mediante diferentes
representaciones gráficas, sin olvidar que la interpretación de estos valores debe ser independiente
del método por el cual se calculen dichos parámetros. La representación directa de los datos
parece ser el mejor sistema para calcular Km y vmax (1-lenderson, 1992). En este mismo grupo
entra la representación de Eisenthal-Cornish-Bowden, pues emplea los pares (y0 [So]). obtenidos
directamente. Asumiendo siempre que la medida de la concentración de sustrato tiene un error
próximo o igual a ‘cero, los posibles errores experimentales se introducen en la valoración de la
velocidad de reacción. La representación de Lineweaver-Burk, aún siendo la más utilizada,
produce errores importantes en la determinación de parámetros cinéticos, debido principalmente a
la desviación de la linearidad, consecuencia de las transformaciones matemáticas de los datos. En
la representación de Eadie-Hofstee también se pueden encontrar desviaciones de la lineañdad
interpretadas, en muchos casos erróneamente, como cooperatividad de la enzima por su sustrato.
En el caso que nos ocupa, no se ha elegido ni la representación de Lineweaver-Burk ni la de
Eadie-Hofstee por las razones expuestas anteriormente, máxime cuando la isoforma Il[ de
arginasa exhibe cooperatividad en la unión de L-arginina (Fig.40).
Las isoformas 1 y IV de arginasa son enzimas micaelianas (Figs. 37 y 42). El valor de Km
de la isoforma 1 es 1.5 mM y el de la isoforma IV de 4,45 mM; ambos obtenidos a partir de la
representación directa, Esto indica que la isoforma 1 es tres veces más afin por su sustrato que la
isoforma IV. Sin embargo, al comparar los valores de Km obtenidos mediante la representación
de Eisenthal-Comnish-Bowden (Figs. 38 y 43), 4,9 mM para la isoforma ¡ y 4,0 m.M para la
isoforma IV, el razonamiento anterior no sería válido. En este caso, el valor de 4,9 mM, calculado
para la isoforma 1, es muy alto debido a que la enzima presenta una ligera inhibición por exceso de
sustrato. Cuando esto sucede, la representación de Eisenthal-Comish-Bowden no resulta
conveniente (Henderson, 1992).
En el presente trabajo se optó por una tercera representación gráfica, la de Hanes, que
corrobora la credibilidad de los valores obtenidos a partir de la representación directa, ya que
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ambos ejes son independientes. El valor de Km de la isoforma 1 de arginasa, obtenido a partir de
esta representación es de 1,25 mM (Mg. 39) y el de la isoforma IV de 3,0 mM (Fig. 44). Dichos
valores confirman lo propuesto anteriormente: la isoforma 1 es aproximadamente tres veces más
afin por la arginína que la isoforma IV. Arginasas purificadas a partir de otros organismos tienen
valores de Km algo superiores. Es el caso de la proteína de S. cerevisiae (Km 1 5,7 mM) ( Kang
y Cho, 1990), la de alcachofa (Km entre 8,0 y 18 m.M) (Wright el al., 1981) y la arginasa dc
hígado de rata (Km entre 1,7 y 18 mM) (Garganta y Bond, 1986).
Aún siendo menor el valor de Km de la isoforma 1 que el de la IV, la velocidad máxima de
ésta última es mayor (Tabla XHI).
La isoforma III de arginasa, a diferencia de la 1 y la IV, exhibe una cinética sigmoidal,
típica de enzimas alostéricas (Fig. 40), lo cual implica la existencia de cooperatividad positiva en
la unión de su sustrato. Este resultado se confirma al comparar el valor del coeficiente de Hill
(h) — 4 (Mg. 41 y Tabla XIV).
La arginasa de hígado de rata muestra diferentes cinéticas en función no sólo de la
concentración de sustrato (arginina), sino de cofactor (Mn2±).A concentraciones de arginína
alrededor de 1 mM, tanto en presencia como en ausencia de Mn2±30 uM, la enzima exhibe
cinética micaeliana, pero su Km varia de 0,94 mM (en presencia de Mn2+) a 1,58 mM (en
ausencia de Mn2±).Sin embargo, en el rango de concentración entre 5 y 35 uM de arginina, la
arginina pasa de ser micaeliana, con valor de Km 14,4 pM (en ausencia de Mn2±).a alostérica,
con ~ 6,5 ~iMy un coeficiente de Hill = 2, lo que demuestra su cooperatividad en la unión
del sustrato (Maggini ci al., 1992). Es posible que la isoforma III de arginasa exhibiera diferente
cinética variando la concentración de Mn2+, aunque esta conducta no ha sido comprobada, ya
que la concentración de cofactor utilizada ha sido la misma en todos los casos.
Carvajal e/ al. (1982) refirieron cambios de cinéticas hiperbólicas a sigmoidales
producidas por diferentes grados de asociación de las subunidades de arginasa de hígado humano
en función del pH. La arginasa constitutiva de E. prunastri, aislada y purificada por Martín-
Falquina y Legaz (1984) no mostraba cooperatividad en la unión sustrato, posiblemente debido a
un grado de asociación de las subunidades distinto al encontrado en el presente trabajo, como
241
podría sospecharse de su elevado peso molecular, estimado en 330 kDa. También es posible que
se trate de una “falsa cooperatividad. Tipton (1992) define como ‘falsa cooperatividad” la
reflejada como consecuencia de la lenta asociación-disociación de vanas subunidades de una
enzima. Este fenómeno también ha sido observado en la GTP ciclohidrolasa 1 de higado de rata
(Hatakeyama ¿a al. 1989). Por otra parte, la riqueza en aminoácidos no polares de la isoforma III
de arginasa <Tabla VIII), permitiría la formación de un núcleo hidrofóbico, base para dicha
asociación, El valor de ~ (concentración de sustrato que produce el 50% de la velocidad
máxima) es 4,5 mM (Tabla XIII), lo que indicaría que la enzima es cuatro veces menos afin por
L-arginina que la isoforma 1. En este caso, además, el valor de vmax = 2,12 ~moles de amonio.
miw1 es el menor obtenido en comparación con las otras isoformas.
Una conclusión generalizada sobre cinéticas sigmoidales, asume que el alosterismo se
produce en enzimas oligoméricas (Price y Stevens, 1986), pero este no es el caso. También puede
ocurnr en proteínas con varios sitios de unión para el sustrato (Merkler y Schramm, 1990). Se
han descrito cinéticas alostéricas debidas a interacciones proteína-proteína que conllevan cambios
en la estructura terciaria y cuaternaria; es el caso descrito para la asociación del inhibidor de la
subtilisina a la subtilisina o de la arginina a la ornitina carbamil transferasa (Janin y Chothia,
1990), Esta última posibilidad queda descartada al tratarse de isoformas purificadas como
monómeros.
Otra diferencia significativa entre las tres isoformas de arginasa es la regulación que sobre
ellas ejercen los fenoles atranorina, ácido evérnico y ácido úsnico. Antes de comentar estos
efectos se deben matizar una serie de detalles.
En primer lugar, comentar que la determinación de los fenoles, en general, no resulta
problemática, siempre y cuando tengan una alta solubilidad en agua. Es el caso del resorcinol o el
catecol. Risner y Cash <1990) extrajeron compuestos fenólicos, a partir de muestras de humo de
cigarrillo, utilizando disoluciones acuosas de ácido acético al 1% (y/y). Guisse y Bertru (1987)
propusieron un sistema de extracción que consiste en ácido acético y óxido de éter, lo que
suponía una ventaja sobre el anterior. En ambos casos se empleaba una columna de fase reversa
en I-IPLC, detectando los compuestos a 280 nm ó 254 nm. Ambos métodos son más rápidos y la
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sensibilidad obtenida mayor que en los descritos por Coutis ci al. (1979) y Nanní el al? (1988),
utilizando cromatografia de gases.
Los fenoles de E. pi-unas/rl tienen muy baja solubilidad en agua, por lo que el empleo de
fases acuosas en su extracción no resulta adecuado. El método de extracción que se describe en el
presente trabajo tiene grandes ventajas sobre otros utilizados hasta el momento. En primer lugar,
se propone una mezcla de fases orgánicas extractivas que tiene en cuenta la naturaleza y
propiedades químicas de las funciones presentes en los fenoles liquénicos. La mezcla de
cloroformo/ acetonitrilo/ éter dietilico¡ acetato de etilo, recupera hasta el 99% de los fenoles
contenidos en muestras acuosas (Fig. 2). En segundo lugar, la elución isocrática de la fase móvil
es menos compleja y más rápida en comparación con las eluciones en gradiente como, por
ejemplo, la sugerida por Murphy y Brad-Stutte (¡983) en el análisis de los ácidos benzoico y
cinámico. En tercer lugar, debe resaltarse la ventaja que supone la detección de cada sustancia a la
longitud de onda de su máxima absorción. En la detección de los fenoles de E. prunastrí se ha
empleado un cambio de longitud de onda temporal en función del tiempo de retención de los
compuestos. La detección de atranorina, ácido evérnico y ácido úsnico a 254 nm de longitud de
onda fija fija (Legaz y Vicente, 1983), puede llevar a resultados equivocados, debido a la menor
absorbancia que presentan estos compuestos respecto a otras longitudes de onda. Strack et al.
(1979) también detectaron fenoles de diferente naturaleza a 254 nm,
La sensibilidad del método de detección propuesto permite cuantificar fenoles en el rango
de nmoles, resultado éste que sólo se obtenía utilizando complejos protocolos de derivatización y
posterior detección fluorimétrica (Ogan y Katz, 1981),
El fraccionamiento del talo que se propone, permite observar la localización mayoritaria
de cada uno de los fenoles. Los talos incubados en arginina retienen principalmente atranorina y
ácido úsnico, siendo el ácido evérnico el que se segrega al medio en mayor proporción. Una
primera aproximación seria suponer que la atranorina y el ácido úsnico fueran los fenoles
responsables de la regulación de la actividad de la isoforma 1, mientras que el ácido evérnico seria
el responsable de la regulación de la isoforma IV. Sin embargo, la cantidad de fenol solubilizado
en el extracto libre de células y el medio de incubación difiere de la detectada en talo, esta
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cantidad es del orden de un millón de veces inferior. Por tanto, la idea anterior de regulación de la
actividad de las isoformas de arginasa en función de la cantidad de fenol detectada en talo o en
medio no es válida, debiéndose estudiar el efecto regulador en fUnción de la cantidad de efector
accesible a la enzima. La mayor cantidad de fenoles solubilizados se detecta en el medio de
incubación, por lo que seria la isoforma IV de arginasa la regulable por mayores concentraciones
de efector (Tabla XII), No hay contradicción entre este resultado y la baja solubilidad de los
fenoles en agua, ya que valores alcalinos de pH incrementan su solubilidad, así como la formación
de quelatos (Rundel, 1978).
La baja cantidad de fenoles encontrada en los extractos libres de células se debe a que
éstos cristalizan en los espacios intercelulares sobre las paredes del alga (Ahmadjian y Jacobs,
1985; Avalos y Vicente, 1987; Honegger, 1986; Legaz y Vicente, 1989). Estos fenoles, junto con
los depositados en el córtex (Fig. 35 A-U) no tendrían efecto regulador significativo sobre las
isoformas de arginasa, ya que no están solubilizados.
El patrón de distribución de los fenoles en talos incubados en cicloheximida (Fig. 36 A-U)
es muy diferente al anterior. Los fenoles que se detectan en mayor cantidad son los ácidos
evérnico y úsnico, siendo éstos, a su vez, los que se solubilizan en mayor medida en el extracto
libre de células (Tabla XII>.
Los fenoles están descritos como potentes reguladores de varias actividades enzimáticas.
Aunque habitualmente se describen como inhibidores (Planas et al., 1981; Ravise e/ al., 1980),
algunas veces se comportan como activadores. Este fenómeno se ha descrito para la actividad
lacasa de Agar/cus bisporus y Pleoro/us ostrea/us (Giovannozi-Sernanni y Luna, 198 1). La
activación o inactivación, en general, depende de la concentración de efector utilizada. Así, la
arginasa inducible purificada por Legaz y Vicente (1982) es activada por atranorina a
concentraciones comprendidas entre 1 y 8 pM, pero resulta completamente inhibida a
concentraciones superiores a 12 aM. El ácido evérnico inactiva totalmente a la enzima a
concentraciones superiores a 16 pM (Legaz y Vicente, 1983).
La isoforma 1 de arginasa, asimilable a la enzima inducible de Legaz y Vicente (1982), es
activada por atranorina 33,3 nM, fenol que se comporta como un activador no competitivo, es
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decir, no compite con el sustrato por el centro activo de la proteína. El ácido evérnico 130 nM es
un activador mixto de La isoforma 1, mientras que el ácido úsnico ¡73,3 nm se comporta como un
inhibidor competitivo, Puede entonces afirmarse que, en general, bajas concentraciones de fenoles
producen activación, mientras que las altas concentraciones ocasionan el efecto contrario.
La isoforma III de arginasa es inhibida por los tres fenoles a concentraciones que oscilan
entre 0,10 y 0,47 aM (Fig. 40). La arginasa pre-existente, descrita por Martín-Falguina y Legaz
(1984), asimilable a la isoforma III, resultaba activada por mezclas de fenoles a concentraciones
superiores a 6 1.0v! de atranorina, 19 jM de ácido evérnico y 200 1.iM de ácido úsnico.
Los ácido evérnico (1, 15 mM) y úsnico (1,27 mM) se comportan como inhibidores no
competitivos de la isoforma IV de arginasa, mientras que la atranorina 1,69 mM es un activador
mixto. La argínasa segregable, descrita por Planelles y Legaz (1987), asimilable a la isoforma IV,
era activada por ácido úsnico en el rango de concentraciones comprendidas entre 20 y 120 jM,
diez veces inferiores a las ensayadas en el presente estudio.
No obstante, la concentración de fenol solubilizada en el extracto libre de células y por
tanto accesible, en principio, a la enzima, va a depender del pH del medio en cada momento
(Legaz el al., 1 993 b), por lo que siempre es conveniente cuantificar el fenol, previo al ensayo de
efección ¡u vitro, Otra gran variación que puede observarse en la cantidad de fenoles es la debida
a las condiciones ambientales (Legaz el al., 1986), las cuales a su vez varian dependiendo no sólo
de la estación del alio sino de otros muchísimos factores como pluviosidad, densidad de flujo
fotónico, temperatura, etc..
Los estudios de ligamiento contribuyen en gran medida al conocimiento de las
interacciones entre una proteína y sus efectores. Los resultados obtenidos se presentan
habitualmente como cinéticas de Scatchard (1949), a partir de las cuales se establece el número de
sitios de unión para el efector y sus características. Sin embargo, es muy dificil obtener estas
conclusiones a partir de una sola representación gráfica (Pedersen el al., 1986; Klotz, 1989;
Munson y Rodbard, 1980). Por ello, en el estudio que se presenta, se han elegido otras tres
representaciones gráficas la directa de ligamiento, la de dobles-inversas y la semi-logaritmica
(Tabla III>.
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Las representaciones directas de los datos del ligamiento de atranorina, ácido evérnico y
ácido úsnico a cada una de las isoformas de arginasa muestran, aún siendo cinéticas hiperbólicas,
una cierta tendencia a la sigmoicidad (Figs. 45, 47, 51. 53, 57, 59 y 61), a excepción del
ligamiento del ácido úsnico a las isoformas 1 y III (Figs. 49 y 55, respectivamente) claramente
hiperbólicas. Price y Dwek 0982) proponen la existencia de cooperatividad positiva como
explicación a estos perfiles de la gráfica de saturacion.
También puede observarse que el nivel de saturación de sitios en la proteína es diferente
según la isoforma de la que se trate. Asi, las isoformas 1 y IV necesitan mayor cantidad de
atranorina (aproximadamente el doble) que la isoforma 111 para lograr la saturación (Figs. 45 A,
Sí A y 57 A), E] comportamiento de las proteínas frente al ácido evérnico es muy diferente. La
isoforma IV satura sus sitios de unión para el efector a menor cantidad de ligando (entre 3 y 5
veces menos) que las isoformas ¡ y III (Figs. 47 A, 53 A y 59 A). Por el contrario, la saturación
del número de sitios para el ácido úsnico (Figs. 49 A, 55 A y 61 A) se produce a cantidades de
ligando casi dos veces superiores en la isoforma 111 que en las isoformas 1 y IV. La principal
diferencia entre las isoformas 1 y IV respecto a la III estriba en que las primeras necesitan mayor
cantidad de atranorina que de otros efectores para saturar sus sitios, mientras que la isoforma III
requiere mayor cantidad de úsnico que de otros efectores para alcanzar la saturación.
Los datos del ligamiento utilizados en la representación de dobles-inversas se ajustan, en
todos los casos, a una curva exponencial (Figs. 45 B, 47 B, 49 E, 51 B, 53 E, 55 E, 57 E, 59 E y
61 B), hecho que indica la existencia de un claro patrón de cooperatividad positiva para la unión
de los tres fenoles a las tres isoformas de arginasa, según propone Neet (1980). Este tipo de
representación permite realizar una primera aproximación al número de sitios de ligamiento (n)
para el efector por molécula de proteína, como definieron Klotz y Hunston (1971).
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ISOFORMA DE
ARGINASA
NUMERO DE SITIOS DE UNION PARA EL EFECTOR
POR MOLECULA DE PROTEíNA
EFECTOR
ATRANORINA AC. EVERNICO AC. USNICO
1 4 4 10*
III
IV
26 8 26
23 5 32
*Valores supcrwrcs a 10 indican inespccificidad en cl ligamiento (KIeV 1989)
La isoforma 1 es la que liga los efectores con una mayor especificidad, sólo posee 4 sitios
de unión para la atranorina y otros 4 para el ácido evérnico por molécula de proteína. La
semejanza entre la isoforma 1 y la IV radica en su especificidad para ligar ácido evérnico, pero la
diferencia entre ambas proteínas estriba en que la isoforma IV pierde La especificidad en el
ligamiento de atranorina y ácido úsnico. La isoforma III presenta una mayor semejanza con la
isoforma IV que con la 1, ya que III Y IV ligan ácido evérnico de forma específica, pero
atranorina y ácido úsnico de manera inespecifica.
No obstante, Klotz (1989) apunta la posibilidad de obtener conclusiones erróneas a partir
de la representación de dobles-inversas de los datos de ligamiento, debido a la fuerte compresión
que sufren éstos en las proximidades del eje de ordenadas, El propone determinar el número de
sitios de unión a partir de la representación semi-logaritmica. Nosotros estamos de acuerdo con
Klotz (1989), ya que en este tipo de representación se obtienen dos claras ventajas. En primer
lugar, existe un espaciado uniforme de los datos y , en segundo lugar, se puede observar una
plataforma de saturación inequívoca a partir de la cual se puede calcular el número de sitios de
ligamiento.
Los valores que se obtienen mediante esta representación (Figs. 46 B, 48 E, 50 13, 52 2,
54 13, 56 2, 58 B, 60 13 y 62 2) son prácticamente iguales a los obtenidos mediante la
representación de dobles-inversas. La única variación en el número de sitios es la obtenida en el
ligamiento de atranorina a las isoformas III y IV (Figs. 52 y 58). Donde antes aparecian 26 y 23
sitios, respectivamente, ahora son aproximadamente 13 y 15 los sitios de unión para el ligando.
En cualquier caso, un valor superior a lO sitios lo único que indica es una alta inespecificidad de
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ligamiento proteina-efector. No obstante, esta diferencia de valores podría deberse a que la
enzima se está saturando en realidad a niveles inferiores de ligando a los que indica la
representación directa, según propone Pedersen el al? (1986). Honoré y Brodersen (1983)
determinaron II sitios de unión para el diflunisal (fármaco antiinflamatorio) a la albúmina, no
logrando saturar la proteína a los niveles de fármaco utilizados, por lo que el número de sitios
propuesto resultó ser erróneo. En nuestro caso esto no sucede, ya que siempre se obtiene una
curva de saturación previa.
La literatura muestra la representación de Scatchard como la habitual en el estudio del
ligamiento, Cuando la representación proporciona una línea recta, esto se interpreta como la
unión de un ligando homogéneo a sitios idénticos e independientes. Sin embargo, existen cinéticas
de ligamiento donde los datos se alejan de la linearidad. En las tres isoformas de arginasa se
observa este comportamiento para el ligamiento de cualquier efector (Figs. 46 A, 48 A, 52 A, 54
A, 56 A, 58 A, 60 A y 62 A), donde los datos se pueden ajustar a curvas cóncavo-convexas,
excepto la que muestra la unión del ácido úsnico a la isoforma 1 (Fig. 50). Este tipo de curvas se
considera indicativo de cooperatividad positiva en la unión del ligando a la proteína (Price y
Stevens, 1986). Es decir, se puede concluir que existen interacciones entre los diferentes sitios de
tal manera que la afinidad de cada sitio cambia con la ocupación de los otros y en estas
condiciones se podría determinar más de una constante de ligamiento para cada uno de los sitios
(Klotz y Hunston, 1977)
La cooperatividad positiva se puede mimetizar por varios artefactos, como por ejemplo es
la heterogeneidad del ligando. Mendel et al. (1985) observaron este efecto en el ligamiento de
receptores de superficie celular a lipoproteinas. El efecto se debía a que las lipoproteinas se aislan
generalmente como mezclas heterogéneas de partículas de varios tamaños y características. De
acuerdo con los mismos autores se debe entender como ligando heterogéneo a una mezcla de
ligandos que tienen distinta afinidad por el receptor (proteína) o bien un ligando con impurezas
químicas. En el caso que nos ocupa, la existencia de cooperatividad positiva definida en el
ligamiento de atranorina y ácidos evérnico y úsnico a las isoformas de arginasa no esta
mimetizada por el empleo de ligandos heterogéneos. Se han utilizado fenoles (ligandos)
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comerciales de pureza — 99,8%, comprobada mediante análisis en 1-IPLC utilizando columnas de
fase reversa. Otro artefacto que puede mimetizar la cooperatividad positiva es la autoasociación
del ligando (Ishida el al., 1 988). Esta posibilidad puede ser descartada si el tiempo requerido por
los fenoles para alcanzar el equilibrio de diálisis en presencia o ausencia de la proteína no difiere
en más de 2 h (Pedersen e/al., 1986), lo cual se satisface en nuestro caso.
Otra posible explicación de los resultados obtenidos en las representaciones de Scatchard
estaría relacionada con los cambios en el peso molecular de las isoformas, debidos a la reacción
asociación-disociación de las proteínas en presencia del fenol. Diversos autores (Ainslie e/ al,
1972; OFagain el al, 1982) hablan de una ‘cinética transitoria lenta’ para apoyar la
cooperatividad mostrada en el ligamiento de efectores a enzimas monoméricas, caso de las
isoformas 1, III y IV de arginasa. Esta cinética consistiría en una reacción de isomerización o bien
en una asociación-disociación de la proteína. Un mecanismo de este tipo fUe descrito para la
glutamato deshidrogenasa (Frieden y Colman, 1967). En un principio,estos autores establecieron
una correlación entre los cambios de peso molecular de la enzima y la activación o inhibición por
nucleótidos de purina (GTP y GDP), de tal manera que el polímero era activo y el monómero era
relativamente inactivo. Sin embargo, los resultados cinéticos y de ligamiento, les permitieron
concluir que el GTP y el GDP se unían menos a la forma polimérica que a la monomérica. Existía
una fUerte cooperatividad positiva a valores altos de concentración de proteína, pero este efecto
era menor a concentraciones de proteína inferiores a 0,01 mg’mk1. Esto se debía a que en el
primer caso la concentración de proteína era mayor que la constante de disociación para el
efector. La representación de Scatchard de los datos de ligamiento de atranorina a la isoforma Hl
de arginasa (Fig 52 A) resulta especialmente discutible. Si bien los puntos se pueden aproximar a
una curva cóncavo-convexa, señalábamos en el punto 111.6.2.1. de Resultados que otra
posibilidad seria ajustarlos a un ‘ciclo de histéresis. Dicho de otro modo, la isoforma III muestra
una muy lenta respuesta de asociación-disociación a los cambios de concentración de atranorina.
Este hecho viene avalado por el perfil de la curva semi-logaritmica (Fig. 52 B), donde se observa
un descenso de la cantidad de atranorina ligada a partir de concentraciones de efector libre
superiores a 1,8 gíM. Conviene también resaltar la consecuencia que el ligamiento de atranorina
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produce en la isoforma III en comparación con los otros efectores en las distintas isoformas.. Es
el único caso en que sólo se observa un 2% de formas poliméricas respecto a la proteína nativa
(Fig. 63). Podríamos, entonces, definir el comportamiento de la isoforma III de arginasa como
histerético en su unión a la atranorina, según la definición propuesta por Neet y Ainslie (1980)
para este tipo de respuestas. Un comportamiento similar ocurre en el ligamiento de ácido evémico
a la isoforma IV (Fig. 60 A) aunque, en este caso, se hace menos patente el ciclo de histéresis. La
glucosidasa de calia de azúcar también se comporta como histerética en su interacción con Mn2±
(Legaz el al., 1991).
Las isoformas 1 y IV de E? pi-unas/rl no muestran cooperatividad en la unión del sustrato,
como se desprende de sus cinéticas micaelianas (Figs. 37 y 42) y del coeficiente de Hill (h) (Tabla
XIV). Es sólo en presencia de efectores cuando se observa la cooperatividad positiva. Teng-Leary
y Kohlhaw (1973) describieron una situación similar en la a-isopropilmalato sintasa de
Sa/montilla typhimurium. La enzima exhibia cooperatividad positiva para el ligamiento de Leu
(retroinhibidor) pero no para el ligamiento del sustrato, lo que permitía deducir que estaba sujeta
a un equilibrio de asociación-disociación determinado por el efector.
La isoforma Hl de arginasa muestra una clara cooperatividad para la unión del sustrato
como se puede deducir de su cinética sigmoidal (Fig. 40) y del valor del coeficiente de Hill (Tabla
XIV). De los datos del ligamiento también se desprende que la isoforma III presenta
cooperaiividad positiva en el ligamiento de atranorina y ácidos evérnico y úsnico.
La única excepción de ligamiento con cooperatividad positiva la presenta el ácido úsnico
en su unión a la isoforma 1 de arginasa (Fig. 50 A). La representación de dobles-inversas (Fig. 50
13) y la semi-logaritmica (Ng. 51 B) confinnan una unión inespecifica al estimar en 10 el número
de sitios de ligamiento; sin embargo, la cinética de Scatchard no da una curva cóncavo-convexa
(Fig. Sí A). Hay dos posibles explicaciones, una seria que en la isoforma 1 no se produjera
reacción de asociación-disociación en presencia de ácido úsnico o que todas las formas de
proteina mostraran la misma afinidad por el efector. También conviene destacar que la única
inhibición competitiva de cualquier isoforma es la producida por ácido úsnico sobre La isofroma 1
(Tabla XIII)
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Se han propuesto varios modelos para explicar las cinéticas cooperativas de las enzimas.
En general, todos ellos se centran en las interacciones entre subunidades de enzimas
oligoméricas.Sin embargo, cuando se trata de enzimas monoméricas, como es el caso que nos
ocupa, todos apuntan a la existencia de asociaciones-disociaciones de la enzima (Ainslie el al,
1972; Meunier el al., 1974), hecho que se confirma por las cinéticas cóncavo-convexas de la
representación de Scatchard.
Ricard el al. (1974) proponen un nuevo concepto, el de “transición con memoria, para
explicar el alejamiento del comportamiento micaeliano en algunas enzimas monomerícas. El
concepto se basa en la existencia de dos formas conformacionales distintas de la enzima en
equilibrio y no a un mecanismo de transición lenta corno el descrito por OFagain el al, (1982). La
explicación de Ricard el al? (1974), no obstante, no es válida para la isoforma III de arginasa, ya
que su teoría implica cooperatividad a nivel cinético, pero que no se manifiesta en los estudios de
ligamiento. La isoforma III muestra cooperatividad tanto a nivel cinético como en el ligamiento de
efectores.
La reacción de asociación-disociación es muy importante en la regulación de la actividad
enzimática, ya que cada una de las formas presenta diferente afinidad por el efector. También
resulta necesario conocer qué proporción de cada una de las formas enzimáticas existe para una
concentración dada de efector Frieden y Colman (1967) estudiaron los cambios de peso
molecular ocurridos en la a-isopropilmalato sintasa promovidos por el ligamiento de Leu y
concluyeron que existía un claro predominio de especies diméricas frente a monómeros y
tetrámeros, aunque no llegaron a determinar la proporción de monómero y polímeros existente a
cada concentración de efector. En nuestro caso, se ha podido calcular la proporción de formas
monomérica y poliméricas, estimando los pesos moleculares de cada isoforma de arginasa tras el
ligamiento del efector a diferentes concentraciones (Tabla XVI). En todos los casos, puede
observarse un claro predominio de la forma nativa sobre las poliméricas, tras el ligamiento. Los
tipos de agregados que suceden con mayor frecuencia son los dímeros y los trímeros, si bien el
tipo de agregación es fUnción de tres variables: isoforma de arginasa, naturaleza del efector y
concentración del mismo (Tabla XVI y Fig. 63).
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En términos generaies, la unión de ácido evérnico a las isoformas 1 y 11] de arginasa
proporciona los mayores niveles de polimerización, encontrando únicamente un 49,97 y 19,24%
de las formas nativas, respectivamente. Para la isoforma IV el menor porcentaje de forma nativa
aparece cuando se liga acido úsnico a la proteína. En todos los casos, la atranorina produce los
menores niveles de polimerización, así como los oligómeros de menor número de subunidades.
El agregado de mayor tamaño encontrado para la isoforma 1 corresponde a un nonámero,
obtenido tras el ligamiento de ácido evérnico a esta isoforma; el oligómero representa sólo un
0,11% de la proteína total. Por otra parte, se detecta un tridecámero tras la unión de ácido úsnico
a la isoforma IV, el cual representa un 3, ] 7% de la proteína total.
La isoforma III no presenta, en ningún caso, agregados mayores que trímeros; sin
embargo, no sólo se detectan polímeros, sino que también picos correspondientes a un peso
molecular inferior ( y 19 kDa) al de la forma nativa de la isoforma Hl. La proporción de estos
picos oscila entre el 7 y el 67% de la proteína total eluida del sistema de HPLC. Además, este
peso molecular es similar al estimado para la isoforma 1 de arginasa. Este hecho implica que,
posiblemente, el auténtico monómero de arginasa en it? pi-unas/rl posea un peso molecular de 18
kDa. La aparición de esta forma tras el ligamiento de atranorina, ácido evémico o ácido úsnico a
la isoforma III estaría induciendo un cambio en la estructura cuaternaria de la proteína,
permitiendo su disociación en una forma de menor tamaño,
La proyección fisiológica que puedan tener la existencia y producción de las diferentes
isoformas, previamente descritas, es de dificil evaluación. Para situar este punto de la discusión,
habría que hacer las siguientes precisiones:
a) En It? prunastri, los sistemas de carboxilación que utilizan dióxido de carbono
atmosférico producen primariamente hidratos de carbono, mientras que el producido por
descarboxilaciones internas, singularmente por hidrólisis de urea, va a ser empleado en la síntesis
de fenoles (Blanco e/ al., 1984), principalmente ácido evérnico. Sobre esta base, la modulación de
la actividasd arginasa se relaciona con el nivel de ácido evémico a través de la activación de sus
enzimas subsidiarias~ ureasa y ornitina descarboxilasa. Hay que hacer notar que, sobre la base del
número de sitios de unión del ácido evérnico, como ligando, a las diferentes isoformas de
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arginasa, este fenol es el único que muestra especificidad de ligamiento, siendo activador mixto de
la isoforma e inhibidor de las isoformas III y IV. Por tanto, en una secuencia, posiblemente
fungica (Vicente y Legaz, ¡992), descrita como
- Acetil CoA carboxilasa
Arginina C02 —> - orselinato síntasa —> Acido cvérnico—> Ornitina ...t>
- Orsclinato dépsido hidrolasa
1 Argiinsu
2 Orniúna descaxboxilas&i
el fenol regulada su nivel como activador de la isoforma 1 o retroinhibidor de la isoforma III,
primando una relación u otra según la necesidad fisiológica.
El CO2 producido por hidrólisis de la urea es, preferentemente algal, lo cual no invalida la
hipótesis de retroinhibición dado que cantidades discretas de ácido evémico pueden encontrarse
en el citoplasma del ficobionte.
b) El papel de una isoforma segregable de arginasa es dudoso. Aunque puede
esperarse que un liquen epifito encuentre arginina exógena en su sustrato, es dificilmente
imaginable que los fenoles puedan actuar como efectores extratalinos de arginasa. Seria más fácil
considerar esta isoforma como una señal fúngica de tipo parasitario (Molina ej al,, 1993),
segregada a los espacios intercelulares como una función exclusiva del estado de rehidratación del
talo (Legaz y Vicente, 1991 a; Vicente, 1990). En los espacios intercelulares, los principales
efectores serian aquellos fenoles que son retenidos por las paredes celulares, principalmente ácido
úsnico (Ahmadjian y Jacobs, 1985; Honegger, 1986), que actúa como inhibidor de la enzima.
c) Tanto sobre la base de una arginasa como efector de parasitismo fiángico, como
sobre la posible multiplicidad de formas de una sola enzima en función de su sitio de producción,
la aparición de isoformas de arginasa y el cambio en sus propiedades, podría ser un mero reflejo
de estados diferentes de desarrollo, Algo semejante fije, ya hace 20 años, sugerido por Martin
(1973) al demostrar que la invertasa exocelular de Parmelia caperata era fundamentalmente
distinta, tanto en su peso molecular como en sus propiedades cinéticas, de la sistetizada por
micobionte y ficobionte aislados.
1<- CONCLUSIONES
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It Se han purificado cuatro isoformas de arginasa de talos de L’vernia prunastrí. Las
denominadas isoformas 1 y II son intratalinas, inducibles por arginina, y han sido purificadas 148 y
359 veces, con recuperaciones del 4,5% y 1,8%, respectivamente. La isoforma III, también
intratalina, constitutiva, ha sido purificada 259 veces con una recuperación del 2,0%. La isoforma
IV, glicosilada, inducible y segregable ha sido purificada 616 veces con un rendimiento del 5,6%.
2”. Se han determinado los pl de las cuatro isoformas, purificadas a homogeneidad por
electroenfoque en columna y por electroforesis capilar. Los valores de pl obtenidos por el primer
procedimiento, fueron 5,86, 5,83, 6,18 y 5,60 para las isoformas 1, 11, III y IV, respectivamente.
La separación por electroforesis capilar fue desarrollada a dos valores distintos de pH, 7, 1 y 9,0,
tomándose como valor de pl la media de los dos valores obtenidos. Estas medias fueron 4,90,
5,00, 5,38 y 4,80 para las isoformas 1, II, III y IV, respectivamente.
3” El análisis de aminoácidos de las cuatro isoformas indica que las isoformas 1, II y IV son
ricas en Asx, Glx, Ser y Gly, conteniendo de uno a tres residuos Trp por molécula. En cambio, la
isoforma 111 es rica en aminoácidos no polares, como Ala, Val y Leu, conteniendo nueve residuos
Trp por molécula.
4k’. El peso molecular de las diferentes isoformas de arginasa fue estimado por
HPLC-exclusión molecular, usando dos configuraciones de columna: una columna 15K 65000
PWXL o dos columnas Zorbax-diol en serie, GF450-GF250. Los valores obtenidos fueron de lO
kDa para la isoforma 1,16 kDa para la 11, 26 k.Da para la 111 y 20 kDa para la IV, siendo todas
ellas monomé~cas.
5” Sobre los datos precedentes, puede concluirse que las isoformas 1 y U son muy similares,
asi como la IV, salvo que, en este último caso, la proteína inducible ha sido segregada. Según
Planelles y Legaz (1987) la isoforma IV está glicosilada. La isoforma III, constitutiva, es
fundamentalmente diferente de las inducibles.
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6< ‘[‘odas las isoformas presentan un máximo de absorción en el ultravioleta de 275-278 nm,
que indica la presencia de Tyr
En el espectro simultáneo de excitación-emisión de fluorescencia, todas las isoformas
presentan un máximo de emisión a 355 nni. La isoforma IV presenta un máximo adicional a 305
nm. Utilizando luces monocromáticas de excitación de 257 nm, 275 nm ó 295 nm, se obtienen
maximos de emisión entre 345 y 349 nm, 342-346 nm y 351 nm, respectivamente. Al excitar la
isoforma Hl con luz de 275 nm, aparece otro máximo secundario de emisión a 288 nm, indicativo
de Phe
8”. Los tres fenoles mayoritarios de It? pi-unas/rl han sido eficientemente separados por HPLC
de fase reversa, usando una columna Nucleosil 5C8 y como fase móvil acetonitrilo:agua:acético,
isocrático. La detección fue llevada a cabo usando un detector de longitud de onda variable, a 280
nm para atranorína y ácido úsnico y a 270 nm para el ácido evérnico, coincidentes con sus
máximos espectros de absorcion.
9”. Mediante protocolos de extracción diferencia] y análisis por HPLC, se han determinado las
concentraciones aproximadas de los tres fenoles que pueden tener acceso a las diferentes
isoformas de arginasa, para proceder al estudio de su papel como efectores enzimáticos.
10”. Las isoformas 1 y II de arginasa son enzimas micaelianas, con valores de Km para arginina
de 1,25 mM y 3,0 mM, respectivamente, determinados por el procedimiento gráfico de Hanes,
aunque también se calculó de la representación directa [5] frente a V0, y de acuerdo con el
procedimiento de Eisenthal-Cornish-Bowden. La isoforma Hl muestra una cinética sigmoidal de
saturación por sustrato, indicativa de alosterismo, con un valor ~o,s para arginina de 4,5 mM.
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Los diferentes fenoles muestran ejercer acciones distintas sobre las diferentes isoformas a
las concentraciones de efector ensayadas, La isoforma 1 sufre activación no competitiva por
atranorina, activación mixta por ácido evérnico e inhibición competitiva por ácido úsnico. La
isoforma III es inhibida por los tres fenoles. Atranorina se comporta como activador mixto y los
ácidos evérnico y úsnico como inhibidores no competitivos de la isoforma IV.
12” La unión del sustrato. arginina, a las isoformas 1 y IV se realiza sin cooperatividad, dada
su naturaleza micaeliana que proporciona un valor de coeficiente de Hill cercano a la unidad. La
unión de los diferentes efectores no alteró sensiblemente esta conducta, salvo la unión de la
atranorina a la isoforma IV, que aumenta el valor de h a 2. La unión de la arginina a la isoforma
III se lleva, sin embargo, a cabo con un grado de cooperatividad (h) de 4,4, siendo sensiblemente
incrementado por atranorina y ácido úsnico y débilmente rebajado por ácido evérnico.
l3~’ La estimación del número de sitios de unión por molécula de proteina (n) de cada uno de
los ligandos (efectores) a las distintas isoformas de arginasa indica que sólo el ácido evérnico es
capaz de unirse a sitios especificos en las tres isoformas, sobre la base del bajo número de sitios
de unión, que han sido estimados en 4, 8 y 5 para las isoformas 1, III y IV, respectivamente. El
ligamiento de la atranorina a la isoforma 1 también se lleva a cabo por 4 sitios de unión
específicos. Sin embargo, esta misma atranorina se liga inespecíficamente a las isoformas III y IV,
por 26 y 23 sitios de unión, respectivamente. El ácido úsnico actúa como ligando inespecífico
para las tres isoformas, con 10 sitios de unión para la isoforma 1, 26 para la III y 32 para la IV.
14” Se ha calculado la proporción de formas monoméricas y poliméricas tras el ligamiento de
los efectores. En todos los casos, predomina la forma nativa sobre las poliméricas. Los tipos de
agregados que aparecen con mayor frecuencia son dímeros y trímeros.
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Para un mayor seguimiento de las conclusiones, se adjunta la Tabla XVII, resumen de los
datos numéricos que las justifican.
1.- PURIFICACION DE LAS ISOFORMAS DE ARGINASA
ISOFORMA
1
II
III
IV
VECES
148
359
259
616
RENDIMIENTO (%)
4,5
1,8
2
5,6
2.- PUNTO ISOELECTRICO DE LAS ISOFORMAS DE ARGINASA
ISOFORMA pl por electroenfoque
en columna
5,86
5,83
6,18
5,60
3.- COMPOSICION DE AMINOÁCIDOS DE LAS ISOFORMAS DE ARGINASA
ISOFORMA AMINOACIDOS
(n0 de residuos)
Ricas en Asx, Cix, Ser y Gly
3
Rica en no pohres Ala, Val y Leu 9
1-2
pI por E.C.
pH7
5,33
pH9
II
III
IV
4,50 4,9
5,70
4,80
5,07
4,80
5,38
4,80
Trp
II
III
IV Rica en Asx, Glx, Ser y Gly
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4.- PESO MOLECULAR ESTIMADO EN HPLC POR EXCLUSION
MOLECULAR DE LOS ISOFORMAS DE ARGINASA
1 SOFORMA COLUMNA COLUMNAS
TSK 65000 PWXL ZORBAX-DIOL GF4SO-GF250
l8
11
III
IV
18
16
26,5
20
ib
26
20
Todas son monómeros
5.- ABSORCION UV DE LAS ISOFORMAS DE ARGINASA
ISOFORMA
1.11
IV
MAX. ABSORBANCIA
275-278
275-278
275-278
6.- EMISION DE FLUORESCENCIA DE LAS ISOFORMAS DE ARGiNASA
1 SOFORMA MAX. EMISION ESPECTRO
SIMULTANEOFLUORESCENCIA
(EXCITACION 275) (EXCITA ION 295) (EXCITACION 257)
346. 305
345, 305, 288III
351, hombro 416
331, 351, 397-401
349, 302
349
355
355
IV 337, 306 331, 351, 401 345, 290 355, 305
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>7.- ABSORCION LV DE FENOLES
FENOL
ATRA.NORINA
ACIDO EVERNICO
ACIDO USNICO
MAXIMO ABSORBANCIA
280
270
280
HPLC fase reversa; columna Nucleosil 5C8, isocrático 1 ml>min1 y fase móvil agua ácido
acético (99:1, v/v)/acetonitrilo (30:70, y/y).
9.- CONSTANTES CINETICAS DE LAS ISOFORMAS DE ARGINASA
Vmax
(pmol amoniomin’)
1 sofornia
Directo
Km
(nál)
1,5 2,49
1 Eisenthal-Cornish-Bowden
Hanes
III Directo
Directo
IV Eisenthal-Cornish-Bowden
8.- SEPARACION DE FENOLES
4,9
1,25
5,25
2,79
2,12
3,0
4,7
4,45
4,0
Hanes 3,0 4,2
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10.- VARIACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS EN PRESENCIA DE
FENOLES (Km (ap) Vmax(ap))
Atranorina
“lo
activador
no competitivo
4,90
inhibidor
0,96
activador
mixto
Ac. evémico
0,68
activador
mixto
4,40
inhibidor
3,16
inhibidor
no competitivo
vmpx
Ac. úsnico Atranorin
a
6,643.40
inhibidor
competitivo
4,50
inhibidor
3,05
inhibidor
no competitivo
0,12
3,95
(apjfitmol_amoníomiiv1)
Ac. evémico Ac, úsnico
2,75
0,06
3,69
3,32
0,25
3,39
II.- COEFICIENTE DE HILL (b)
Isoforma En ausencia de efector
III
lv
1,42
4,40
1,24
ALranorina
1,55
5,15
1,94
En presencia de efector
Ácido evérnico
1,65
3,75
1,25
Aedo Osnico
0,93
5,74
1,20
Isoforma
III
IV
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12.- NUMERO DE SITIOS DE UNION DE LOS DISTINTOS LIGANDOS A LAS
ISOFORMAS DE ARGINASA
Número sitios (n)*
Atranorina Acido evérnico Acido úsnico
4
26
23
4
8
5
1.0
26
32
* Estimado de la representación de dobles-inversas de los datos de ligamiento
13.- EFECTO DEL LIGAMIENTO DE LOS FENOLES A LAS ISOFORMAS DE
ARGINASA
Polimerizaciones a dimeros y trimeros principalmente,
Isoforma
III
IV
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